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Prefácio 
 
Nos últimos anos, o desenvolvimento de novas metodologias que 
consigam conjugar a miniaturização com redução ou mesmo eliminação de 
solventes orgânicos tóxicos (“solventless”), para enriquecimento vestigial de 
compostos alvo em diversos tipos de matrizes, é um imperativo em química 
analítica. No entanto, se focarmos a atenção para os compostos mais polares, 
como são o caso de muitos dos poluentes orgânicos persistentes (POPs), 
algumas destas metodologias evidenciam grandes limitações analíticas. Neste 
contexto e face às necessidades observadas por parte dos laboratórios 
analíticos, surge o desafio para o desenvolvimento de métodos alternativos de 
enriquecimento prévio, combinados com técnicas cromatográficas ou hifenadas 
adequadas, capazes de rastrear e quantificar estes compostos, dando assim 
resposta à problemática da qualidade dos sistemas hídricos na sociedade com 
eventuais implicações para a saúde pública e ambiental. 
 
A presente dissertação intitulada "Desenvolvimento de Novas 
Metodologias Analíticas Conducentes à Monitorização de Poluentes Orgânicos 
Prioritários em Matrizes Aquosas", resulta do desenvolvimento de novas 
metodologias analíticas alternativas para a identificação e quantificação de 
diversas classes de POPs em matrizes aquosas de áreas de reconhecida 
importância. Neste sentido, é proposta uma abordagem analítica inovadora para 
enriquecimento vestigial de compostos com características mais polares, 
patenteada e designada por microextração adsortiva em barra (BAμE), tendo 
sido testada com grande eficácia em diversos sistemas modelo. 
Durante o desenvolvimento do presente trabalho foram submetidos dois 
pedidos de patente, efetuadas diversas publicações em revistas internacionais 
da especialidade com arbitragem científica, uma comunicação oral e mais de 
duas dezenas de comunicações em painel em encontros científicos nacionais e 
internacionais, como de seguida se refere: 
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Resumo 
 
O presente trabalho propõe uma nova abordagem analítica para 
microextração vestigial de poluentes orgânicos persistentes (POPs) em matrizes 
aquosas.  
Face às concentrações vestigiais com que os POPs geralmente ocorrem 
no ambiente, os procedimentos analíticos exigem técnicas cromatográficas ou 
hifenadas, com um passo prévio de enriquecimento, capazes de alcançar limites 
de detecção ao nível dos traços. No entanto, os atuais métodos de 
enriquecimento baseados em sorção, com particular incidência para a extração 
sortiva em barra de agitação com polidimetilsiloxano, apresentam limitações no 
enriquecimento de POPs com características mais polares. 
Numa primeira abordagem, procedeu-se à concepção e desenvolvimento 
de um dispositivo inovador, com configuração geométrica em forma de barra 
revestida com sorventes em pó finamente dividido, tendo o microdispositivo sido 
patenteado e a técnica designada por microextração adsortiva em barra (BAµE). 
A grande inovação do microdispositivo proposto é a possibilidade da escolha do 
sorvente mais adequado para cada tipo de aplicação em particular, tendo os 
carvões activados e os copolímeros à base de poliestireno-divinilbenzeno 
demonstrado serem as fases mais selectivas para microextração vestigial de 
diversas classes de POPs. 
O desenvolvimento, optimização, validação e aplicação da metodologia 
BAμE a matrizes reais, principalmente em amostras de água de origem diversa, 
foram avaliados em detalhe, tendo sido demonstrado um desempenho eficiente 
do ponto de vista analítico, quando combinados com cromatografia líquida de 
alta eficiência, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa ou 
mesmo electroforese capilar. Dos sistemas modelo estudados por BAμE 
destacam-se os pesticidas, sub-produtos da desinfeção, resíduos de matérias-
primas ou metabolitos industriais, produtos farmacêuticos de higiene e cuidado 
pessoal, drogas de abuso e antioxidantes em matrizes ambientais, forenses e 
alimentares. O microdispositivo provou ainda ser de fácil manipulação, robusto e 
estável, sendo uma alternativa analítica efectiva para a monitorização vestigial 
de compostos polares, comparativamente com outras técnicas de microextração 
baseadas em sorção, em áreas de reconhecida importância. 
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Abstract 
 
The present work proposes a new analytical approach for micro-extraction 
of persistent organic pollutants (POPs) in aqueous matrices. 
Due to the very low concentrations that POPs usually occur in 
environment, the analytical procedures require chromatographic or hyphenated 
techniques with a previous enrichment step able to decrease the detection limits 
at the trace levels. However, the current sorption-based enrichment methods, 
with particular emphasis to stir bar sorptive extraction with polydimethylsiloxane, 
still shows limitations for the enrichment of POPs with more polar characteristics. 
In a first approach, we proceed to the design and development of a novel 
device, with geometrical configuration of bar shape coated with finely-divided 
powder, having the micro-device been patented and the technique called bar 
adsorptive micro-extraction (BAμE). The great innovation of the proposed micro-
device is the possibility to choose the most suitable sorbent for each particular 
type of application, in which the activated carbons and co-polymers based on 
polystyrene-divinylbenzene demonstrated to be the most selective phases for 
micro-extraction of trace levels of several classes of POPs. 
The development, optimization, validation and application of BAμE 
methodology to real matrices, mainly in several types of water samples, were 
evaluated in detail and, demonstrated efficient performance in the analytical 
point of view, when combined with high performance liquid chromatography, gas 
chromatography coupled to mass spectrometry or even capillary electrophoresis. 
The model systems studied by BAμE included pesticides, disinfection by 
products, raw materials or metabolites from industrial waste, pharmaceuticals 
and personal care products, drugs of abuse and antioxidants in environmental, 
forensic and food matrices. The micro-device proved to be easy to work-up, 
robustness and stability, as well as, an effective analytical alternative to monitor 
trace levels of polar compounds, when compared to others sorption-based 
micro-extraction techniques, in areas with recognized relevance. 
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1.1. A água e a sociedade 
 
O planeta Terra é o único lugar, atualmente conhecido no Universo, no 
qual a água existe naturalmente nos três estados (sólido, líquido e gasoso) às 
temperaturas normais do planeta. Apesar de cobrir cerca de dois terços da 
superfície do planeta, a maior parte da água não se encontra disponível para 
utilização humana. Aproximadamente 97% da água do planeta encontra-se nos 
oceanos e os restantes 3%, pouco mais de 2%, encontram-se algo inacessíveis 
sob a forma de glaciares ou gelo polar, humidade nos solos e na atmosfera. 
Neste sentido, para a sua sobrevivência e para suporte das suas atividades, o 
Homem conta apenas com menos de 1% de recursos hídricos do planeta, a que 
estão associados aos rios, lagos de água doce e aquíferos subterrâneos [1, 2]. 
A água, substância essencial à vida na Terra tal como a conhecemos, 
constitui um fator indispensável à sobrevivência da biosfera e, portanto, do 
Homem e de todas as outras espécies associadas ou não, com as quais, de 
uma forma ou de outra, ele convive. Tal como em relação ao ar, a dependência 
do Homem em relação à água é direta e inamovível. Na atualidade, continua a 
ser um recurso vital para todos os seres vivos, tendo no entanto sido, 
ultimamente, um recurso mal gerido [3, 4]. 
Até um passado recente, as necessidades de água cresceram 
gradualmente acompanhando a lenta evolução populacional. Contudo, a era 
industrial tornou possível o aumento do nível de vida e contribuiu para um rápido 
crescimento demográfico a nível mundial. A expansão urbanística, a 
industrialização, a agricultura e a pecuária intensivas e, ainda, a produção de 
energia elétrica passaram a exigir crescentes quantidades de água. Assim, a 
satisfação das necessidades de água constitui na atualidade um sério desafio. 
Este bem de vital importância e já tão escasso, poderá exercer um papel mais 
importante no século XXI do que foi o próprio petróleo para o século XX [5-7].  
Na natureza não existe água pura, devido à sua capacidade de dissolver 
quase todos os elementos e compostos químicos. A água que retiramos dos rios 
ou de furos artesianos contém diversas substâncias dissolvidas, 
nomeadamente, metais (cálcio, magnésio, zinco, etc.), compostos orgânicos 
naturais e até elementos radioativos. Por outro lado, também se encontra 
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ameaçada pela poluição causada pela falta de proteção nas nascentes, uso 
inadequado do solo, afastamento dos modelos da agricultura sustentável, 
utilização excessiva de agrotóxicos e fertilizantes, falta de investimento no 
tratamento de efluentes, entre outros [8, 9]. Estimativas da Organização Mundial 
de Saúde indicam que cerca de 5 milhões de crianças morrem todos os anos 
por diarreia em resultado do consumo de água imprópria, sobretudo nos países 
do terceiro mundo. Quando não tratada, a água é um importante veículo de 
transmissão de doenças, principalmente do aparelho intestinal, como a cólera, 
amebíase, disenteria bacilar, esquistososmose, febre tifóide, hepatite, etc. [10, 
11].  
Entre os principais contaminantes, podem ser encontrados micro-
organismos (bactérias, protozoários, fungos, etc.), toxinas produzidas por algas 
ou resultantes da decomposição de matéria orgânica por micro-organismos, 
minerais radioativos, metais pesados e outros contaminantes inorgânicos e 
orgânicos. Os contaminantes ou micropoluentes orgânicos mais comuns 
introduzidos no ambiente pelo Homem, incluem agroquímicos, produtos 
farmacêuticos de higiene e cuidado pessoal, resíduos industriais, entre outros. 
No entanto, a presença destes contaminantes, com origem natural ou 
antropogénica, não significa que a sua ingestão coloque em risco a saúde se a 
sua concentração for monitorizada, por forma a serem controladas nos limites 
máximos admissíveis [12, 13].  
 
 
1.2. Micropoluentes orgânicos e o sistema endócrino 
 
 Há uma preocupação crescente com a ação perturbadora que diversos 
poluentes orgânicos desencadeiam ao nível do sistema endócrino dos animais. 
A constatação repetida de efeitos nefastos, causados em várias populações da 
fauna selvagem e até no próprio Homem, foi o ponto de partida para a eclosão 
mundial de inúmeras pesquisas em busca dos designados químicos 
desreguladores endócrinos (EDCs). Estes manifestam-se, genericamente, ao 
nível do sistema endócrino, causando efeitos adversos na saúde, alterações do 
comportamento e anomalias na função reprodutiva. Neste contexto, é urgente 
alertar a opinião pública para os riscos associados à exposição e bioacumulação 
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deste tipo de substâncias e realçar a enorme importância na monitorização dos 
sistemas aquáticos, que são os principais veículos de dispersão ambiental [14]. 
 O sistema endócrino é composto por um conjunto de glândulas e 
hormonas por elas produzidas, que agem sobre o desenvolvimento, o 
crescimento, a reprodução e o comportamento dos animais e dos seres 
humanos [15]. Desregulador ou disruptor endócrino é o termo associado a toda 
a substância ou mistura de substâncias químicas exógenas, capazes de assumir 
uma função idêntica à uma hormona natural nos seres vivos ou inibir o 
funcionamento normal da mesma, alterando as funções do sistema endócrino e 
consequentemente, prejudicar a saúde do organismo, da sua progenitura ou de 
uma população. Estas substâncias são na sua maioria poluentes químicos e 
derivados de químicos antropogénicos, provenientes de pesticidas, plásticos, 
detergentes, lacas, tintas e outros materiais vulgarmente usados ou que 
constituem diversos tipos de resíduos industriais ou domésticos. Genericamente, 
são compostos muito estáveis, lipofílicos e semivoláteis, também designados 
por poluentes orgânicos persistentes (POPs), o que facilita a rápida e vasta 
dispersão ambiental, tendo como principais veículos os recursos hídricos e as 
zonas marítimas. A figura 1.1 ilustra a circulação de poluentes no ciclo 
hidrológico, evidenciando a dispersão ambiental através dos recursos hídricos e 
marítimos [16, 17]. 
A legislação existente não tem necessariamente em conta os efeitos 
nefastos dos EDCs. Convém realçar que há ainda um grande caminho a 
percorrer, e a investigação efetuada a este respeito ainda não dispõe de 
nenhum método de ensaio universal válido para determinar se uma dada 
substância constitui definitivamente um potencial EDC [18, 19]. Do ponto de 
vista analítico, os métodos mais adequados para monitorização dos EDCs em 
amostras ambientais incluem, genericamente, métodos biológicos e de 
separação, com particular incidência para as técnicas cromatográficas, 
eletroforéticas e hifenadas [20]. 
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Figura 1.1. Circulação de poluentes no ciclo hidrológico [17]. 
 
 
1.3. Métodos de separação 
 
1.3.1. Técnicas cromatográficas 
 
Numa vasta quantidade de sistemas analíticos reais é, por vezes 
necessário separar, identificar e quantificar um ou mais componentes de uma 
mistura. As técnicas cromatográficas são um importante conjunto de métodos de 
separação considerados os mais importantes do século XX, no qual têm 
proporcionado numerosos e interessantes estudos em diversas áreas [21]. 
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1.3.1.1. Aspetos históricos 
 
O termo “cromatografia” foi inventado e utilizado pela primeira vez pelo 
botânico russo Mikhail S. Tswett em 1906 no jornal da sociedade alemã de 
botânica. M.S. Tswett aplicou a técnica para separar diversos pigmentos de 
plantas, principalmente clorofilas e xantofilas dissolvidas em éter de petróleo 
através de uma coluna empacotada com carbonato de sódio. As espécies 
separadas apareciam como bandas coradas na coluna resultando assim o termo 
“cromatografia” escolhido para o método (do grego “chroma” que significa cor e 
graphein” que significa escrita) [22-24]. 
 As aplicações da cromatografia têm crescido largamente no último século 
devido à grande necessidade dos cientistas terem métodos de separação finos 
capazes de caracterizar misturas complexas. O maior impacto neste campo de 
estudo foi reconhecido pela atribuição do prémio Nobel da Química à dupla 
A.J.P. Martin e R.L.M. Synge em 1952, pelo desenvolvimento teórico da 
cromatografia de partição. Desde então a cromatografia tem tido um papel 
decisivo nas diversas descobertas científicas realizadas [25]. 
 A automatização das diversas técnicas cromatográficas disponíveis tem 
tido um avanço considerável, dado o carácter repetitivo e a rapidez requeridos 
em diversas aplicações, tanto no setor industrial como em trabalhos de 
investigação. 
 
 
1.3.1.2. Conceitos teóricos 
 
Há uma série de conceitos básicos que são necessários para uma melhor 
compreensão dos métodos cromatográficos usados. Dado que existem 
atualmente dezenas de manuais que descrevem os conceitos de cromatografia 
de forma exaustiva, nesta seção apresentar-se-á resumidamente alguns dos 
aspetos teóricos considerados mais relevantes [26-28].  
A cromatografia engloba um conjunto de métodos de separação nos 
quais os componentes duma mistura se distribuem entre duas fases, uma fase 
estacionária sólida ou líquida (aderente a um sólido poroso) através da qual é 
percorrida por uma fase móvel, que pode ser líquida, gasosa ou um fluido 
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supercrítico. A separação resulta das diferenças de velocidade dos 
componentes arrastados pela fase móvel, ocasionadas pelas diferentes 
interações com a fase estacionária, promovendo distribuições diferenciados no 
equilíbrio entre as fases móvel e estacionária. 
 As concentrações relativas de um componente na fase estacionária (cS) e 
na fase móvel (cM) relacionam-se através do coeficiente de distribuição (K), dado 
pela equação 1.1: 
 
 K=
cS
cM
 (1.1) 
   
Quanto maior for o valor de cS maior será o valor de K, significando que maior 
será a interação com a fase estacionária. Os componentes com um valor de K 
elevado mover-se-ão mais lentamente ao longo da coluna, podendo assim ser 
separados dos componentes com um valor de K mais baixo. Uma separação 
não pode ser efetuada sem haver diferenças na distribuição entre os 
componentes. A migração diferencial dependerá, portanto, das variáveis 
experimentais que afetam a distribuição, isto é, das características das fases 
móvel e estacionária envolvidos, assim como de outros fatores experimentais. 
 Considerando uma mistura de dois componentes, a separação numa 
coluna só se efetuará se forem diferencialmente retidos pela fase estacionária, 
sendo necessários volumes diferentes de fase móvel para eluir cada 
componente individualmente (figura 1.2). 
 
Figura 1.2. Representação da eluição de dois componentes (A e B) e respetivos parâmetros de 
retenção. 
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 Um composto não retido será eluído no designado tempo morto (tM), 
enquanto um composto retido eluirá posteriormente, atravessando a coluna num 
tempo de retenção (tR) superior, sendo o tempo de retenção ajustado (t’R) o 
tempo que o composto despende na fase estacionária. 
 Uma medida do grau de retenção é designada por fator de capacidade 
(k’) que pode ser calculado a partir da equação 1.2, desde que a velocidade de 
fluxo se mantenha constante: 
 
 
k'=
(tR-tM)
tM
 (1.2)
 
 A separação de uma mistura pode exprimir-se através do fator de 
separação ou de seletividade (), que está relacionado com a fase estacionária 
e condições de operação, traduzindo-se pela razão entre os fatores de 
capacidade de dois compostos adjacentes (equação 1.3): 
 
 
= k'B
'
kA
'  (1.3)
 
 
Sendo a cromatografia um fenómeno de transferência de massa, a 
eficiência de uma coluna cromatográfica pode ser expressa pelo número de 
pratos teóricos (N), grandeza que exprime o número de equilíbrios que ocorrem 
durante a separação, sendo tanto maior quanto maior for N, sendo dada pela 
equação 1.4, em que W é a largura da base de um pico simétrico: 
 
 
N ൌ 16× ൬tRW൰
2
 (1.4)
 
O objetivo das aplicações cromatográficas consiste em separar todos os 
componentes de uma dada mistura, sendo a medida de separação completa 
entre dois picos adjacentes designada por resolução (Rs). Desta forma, pode 
recorrer-se a uma expressão que exprime a Rs em termos dos três fatores 
fundamentais, ou seja, seletividade (), fator de capacidade (k’) e eficiência (N), 
como é ilustrado na equação 1.5 [26-28]: 
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Rs ൌ 14 ൈ √N ൈ ቈ
ሺ-1ሻ
 ቉× ൤
k'B
ሺk'B+1ሻ൨ (1.5)
 
  
Para um dado pico com formato gaussiano e com uma resolução superior 
ou igual a 1,5, ocorre separação completa ou resolução entre eventuais picos 
adjacentes. 
Genericamente, as técnicas cromatográficas podem ser classificadas 
tendo em consideração três critérios, nomeadamente, a natureza física da fase 
móvel, o suporte da fase estacionária e a natureza do mecanismo de separação, 
como é apresentado no esquema da figura 1.3. 
 
 
Figura 1.3. Classificação dos métodos cromatográficos. 
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1.3.1.3. Cromatografia gasosa 
 
O conceito de cromatografia gasosa (GC) foi introduzido pela primeira vez 
em 1941 pela dupla Martin e Synge, que também foi responsável pelo 
desenvolvimento da cromatografia de partição [28]. No entanto, foi necessário 
mais de uma década para demonstrar experimentalmente o potencial da GC, e 
só em 1955 surgiu no mercado a primeira instrumentação. Desde então, a 
aplicação da GC tem-se desenvolvido a uma rapidez espantosa, não só em 
laboratórios científicos de pesquisa, como também em laboratórios analíticos de 
rotina.  
Um sistema de GC é basicamente constituído por um injetor, uma coluna 
cromatográfica colocada num forno e um detetor, controlados por software 
adequado. A figura 1.4 ilustra um esquema simplificado dos componentes 
básicos de um sistema de GC. 
 
Figura 1.4. Esquema simplificado de um sistema de GC convencional. 
 
Existem diversos tipos de sistemas de injeção, sendo que os mais 
utilizados operam frequentemente por vaporização isotérmica com ou sem 
repartição de fluxo (“split/splitless”) ou sob vaporização com temperatura 
programada (PTV). Na injeção no modo “split”, a amostra é imediatamente 
vaporizada após a introdução no injetor e repartida, entrando uma pequena 
parte para a coluna, sendo a outra eliminada através de uma válvula. A forma 
como a amostra é dividida pode ser determinada através da relação entre a 
quantidade de gás de arraste que deixa o injetor pela válvula de “split” e o fluxo 
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na coluna (razão de “split”). Na injeção no modo “splitless”, toda a amostra 
injetada é introduzida na coluna, o que a torna apropriada para análise vestigial 
de amostras complexas. O modo de injeção PTV oferece uma maior 
sensibilidade analítica devido à possibilidade de injeção de grandes volumes 
(LVI) de amostra, tornando assim este modo de introdução decisivo em análise 
vestigial. Enquanto um injetor “split/splitless” opera a temperatura constante, o 
injetor PTV pode operar com temperatura programada. A amostra é injetada 
num injetor frio (normalmente 10-40 ºC, abaixo do ponto de ebulição do 
solvente, sendo o arrefecimento do “liner” efetuado por ar comprimido ou azoto 
líquido. Durante a injeção e após a eliminação do solvente via “split”, a amostra 
fica retida no “liner”, sendo o injetor posteriormente aquecido e os analitos 
transferidos para a coluna cromatográfica, onde são separados. 
 Existem dois tipos de colunas para GC, nomeadamente, as colunas de 
empacotamento e as colunas capilares, sendo as últimas atualmente mais 
utilizadas devido à elevada eficiência, que oferecem para resolução da maioria 
das amostras. As colunas capilares são constituídas por um tubo de sílica 
fundida, com revestimento exterior em poliimida e a fase estacionária a revestir 
a parede interna. As fases estacionárias mais comuns são constituídas com 
base em polisiloxano, em que o tipo e a percentagem de grupos substituintes 
diferenciam cada fase e ditam as características de polaridade, sendo o 
polidimetilsiloxano (PDMS), com características apolares, a mais vulgar. As 
colunas capilares disponíveis comercialmente têm cerca de 5 a 100 m em 
comprimento, com diâmetros internos compreendidos entre 0,1 e 0,75 mm. A 
coluna encontra-se localizada no forno com temperatura programável, podendo 
operar no modo isotérmico ou em gradiente de temperaturas. 
Um detetor ideal deve ser sensível, seletivo, estável, reprodutível e dar 
resposta linear numa gama alargada de concentrações para os analitos em 
estudo. Atualmente existem uma alargada variedade de detetores para GC, 
conforme as necessidades de aplicação pretendidas, dos quais se destacam o 
detetor de ionização de chama, de condutividade térmica, de captura eletrónica 
e de azoto-fósforo. A GC pode ainda ser associada a outras técnicas analíticas, 
assumindo especial relevo a espetrometria de massa (MS), com vantagens 
acrescidas em termos da identificação espetral, sensibilidade e seletividade. O 
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acoplamento permite a associação em série de duas poderosas técnicas 
analíticas [27-29]. 
 
 
1.3.1.4. Cromatografia gasosa – espetrometria de massa 
 
 A cromatografia gasosa acoplada à espetrometria de massa (GC-MS) é 
uma das técnicas hifenadas mais utilizadas quer em estudos qualitativos quer 
quantitativos de compostos presentes numa grande diversidade de matrizes. 
Neste sistema, a amostra é introduzida no injetor de um cromatógrafo 
gasoso, que após a separação dos constituintes na coluna, os compostos 
eluídos entram na câmara de ionização onde são bombardeados por um feixe 
de eletrões, ocorrendo a sua ionização e posterior fragmentação. O conjunto de 
iões previamente formados é desviado e acelerado, na direção do analisador de 
massa, por ação de um campo elétrico onde são separados de acordo com a 
razão massa/carga (m/z). Os analisadores de massa mais comuns são a 
armadilha de iões (“ion trap”), quadrupólo e tempo de voo. Os iões separados 
são transferidos para o detetor, genericamente um multiplicador de eletrões que 
apresenta um tempo de resposta rápido (da ordem dos nanosegundos), capaz 
de adquirir elevadas correntes, utilizando uma tensão de aceleração a fim de 
transformar a corrente iónica numa corrente eletrónica suscetível de ser medida, 
originando um gráfico (espetro) da abundância em função da m/z. 
A grande vantagem da utilização do acoplamento da MS a um sistema 
cromatográfico reside na sua capacidade em responder a todos os compostos 
orgânicos voláteis e semivoláteis. Quando opera no modo de varrimento 
contínuo (“full-scan”) permite a identificação de compostos em amostras 
desconhecidas com recurso a bibliotecas espetrais de referência (por exemplo 
NIST e Wiley Mass Spectral Library, etc.). Quando o objetivo reside na 
quantificação vestigial de compostos alvo, o modo de monitorização selecionado 
de iões (SIM), permite elevada sensibilidade e seletividade, tornando-se numa 
ferramenta analítica muito poderosa [29]. 
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1.3.1.5. Cromatografia líquida de alta eficiência 
 
Na cromatografia líquida em coluna clássica, o movimento da fase móvel 
ocorre por ação da gravidade, sendo a separação lenta. No entanto, com 
recurso à moderna instrumentação cromatográfica, a cromatografia líquida de 
alta eficiência (HPLC) permite, alcançar melhor resolução para além da maior 
rapidez associada.  
Os componentes básicos de um sistema de HPLC são constituídos por 
uma bomba que propulsiona o eluente proveniente de reservatórios, um sistema 
de injeção para a introdução da amostra, uma coluna para separação, um 
detetor que permite registar a separação, controlados com recurso a software, 
permitindo análise qualitativa e quantitativa dos analitos em estudo. A figura 1.5 
ilustra um esquema simplificado de um sistema de HPLC convencional. Utilizam-
se ainda diversas vezes, como acessórios, coletores de frações e dispositivos 
para condicionamento da coluna. 
 
 
Figura 1.5. Esquema simplificado de um sistema de HPLC convencional. 
 
Na HPLC, o(s) reservatório(s) para a fase móvel devem ser o mais inertes 
possíveis, equipados com um sistema que permite desgaseificar a fase móvel, 
uma vez a análise ser prejudicada pela presença de gases dissolvidos.  
As análises cromatográficas por HPLC podem ser efetuadas mantendo a 
composição da fase móvel constante ou variável, designando-se por eluição 
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isocrática ou por gradiente, respetivamente. A fase móvel é impulsionada por 
bombas, sendo as recíprocas as mais vulgares, podendo o sistema de 
funcionamento ser isocrático, binário ou quaternário.  
No sistema de injeção, a amostra é introduzida com o auxílio de uma 
seringa convencional e válvulas especiais que permitem grande precisão e 
exatidão. Há dois modos de injeção, o modo de injeção “stop-flow” e o modo de 
injeção que consiste no sistema de “loop” (mais vulgarmente usado), 
encontrando-se na atualidade automatizado.  
É nas colunas cromatográficas que é efetuada a separação dos analitos 
da amostra. As colunas de enchimento utilizadas em HPLC são vulgarmente em 
aço inoxidável e contêm um enchimento com partículas de diâmetro 
compreendido entre 3 e 30 μm. As colunas analíticas usuais têm cerca de 5 a 30 
cm em comprimento e 4 a 10 mm de diâmetro interno. Dependendo do tipo de 
análise ou amostras a estudar, são por vezes usadas pré-colunas colocadas à 
entrada da coluna analítica, que têm como finalidade aumentar o tempo de vida 
da mesma, retendo eventuais impurezas. Consoante a polaridade das partículas 
usadas para o enchimento das colunas, estas podem ser classificadas em fase 
normal para um enchimento com partículas de características mais polares, e 
em fase reversa, para partículas com características apolares, sendo as últimas 
as mais vulgarmente usadas e, na sua grande maioria, constituídas por metil, 
octil e octadecilsílica.  
Os compostos separados na coluna cromatográfica são posteriormente 
detetados por um dispositivo adequado. Há uma grande variedade de sistemas 
de deteção que se baseiam tanto em propriedades físicas como nas 
propriedades químicas dos solutos, podendo ainda basear-se na variação das 
propriedades físicas da fase móvel como é, por exemplo, o índice de refração.  
Um dos detetores mais comuns em HPLC é o ultravioleta-visível (UV-Vis), 
podendo operar com comprimento de onda variável ou multiplo. Ultimamente, o 
recurso a detetores por rede de díodos (DAD), cujo princípio de funcionamento 
permite o varrimento espectral em simultâneo, obtendo-se vantagens 
qualitativas em particular para identificação. Outros detetores muito usados são 
a fluorescência, eletroquímico, condutividade e, na atualidade, o acoplamento a 
MS [30]. 
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1.3.2. Eletroforese capilar 
 
A introdução da eletroforese como técnica de separação deve-se a 
Tiselius no séc. XX, tendo por esse motivo sido atribuído o prémio Nobel em 
1948 [25]. Baseando-se nos mesmos princípios, foram surgindo variantes à 
técnica, entre as quais, o recurso a suportes capilares, passando a ser 
denominada por eletroforese capilar (CE). A grande vantagem do uso de 
capilares é o facto de possibilitar uma maior dissipação do calor produzido por 
efeito de Joule, para que as separações possam ser realizadas com altas 
tensões sem perda da qualidade dos resultados analíticos, tanto em termos de 
largura de banda como em estabilidade térmica da amostra. No entanto, 
somente em 1981, a CE foi reconhecida como uma técnica de separação a 
partir do trabalho desenvolvido por Jorgenson e Lukacs [31]. 
A instrumentação de CE consiste num tubo capilar (diâmetro interno 
compreendido entre 25 e 100 μm) fazendo de ponte entre dois vials contendo o 
eletrólito, conforme ilustrado na figura 1.6. 
 
Figura 1.6. Esquema simplificado de um sistema de CE convencional. 
 
A amostra é geralmente introduzida na extremidade oposta ao detetor 
(normalmente o ânodo) e a migração da amostra induzida pela aplicação de 
uma diferença de potencial nos extremos do capilar. As espécies presentes na 
amostra ao passarem no detetor originam um sinal em função do tempo, 
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denominado por eletroforegrama. A migração eletroforética é sempre 
acompanhada por um fluxo eletro-osmótico (EOF) de determinada amplitude, e 
que contribui de forma passiva para o transporte das espécies da amostra. 
Em CE a injeção da amostra é efetuada nos modos hidrodinâmico e 
eletrocinético, sendo os volumes de injeção muito pequenos, entre os 5 e 50 nL, 
uma vez quantidades excessivas poderem originar distorção dos picos e perda 
de resolução. Os iões migram para o elétrodo de carga oposta passando pelo 
detetor e a sua mobilidade depende principalmente do seu tamanho e da carga. 
Um ião menor irá migrar mais rapidamente do que um ião maior com a mesma 
carga, enquanto no caso de dois iões do mesmo tamanho, o que irá migrar mais 
rapidamente será o que tiver maior carga.  
Em CE, é muito comum o uso de capilares em sílica sem revestimento 
interno, sendo importante a interação do solvente com a parede do capilar. Os 
capilares de sílica fundida, tipicamente utilizados nas separações por CE 
possuem grupos silanol ionizáveis em contacto com a solução tampão existente 
no interior do capilar. Na ausência de um campo eléctrico exterior há a formação 
de uma dupla camada em que a zona positiva é constituída por uma parte 
imóvel fortemente ligada à superfície do capilar e por uma parte móvel. Quando 
se aplica um campo elétrico ao longo do capilar, a fase móvel começa a mover-
se na direção do elétrodo carregado negativamente e os iões serão arrastados 
pelo solvente.  
Os detetores mais amplamente utilizados em CE são o UV/Vis e a DAD. 
Os detetores de fluorescência também têm sido bastante utilizados devido ao 
aumento da sensibilidade e seletividade para analitos fluorescentes ou 
derivados que fluoresçam. Outra possibilidade são os detetores eletroquímicos e 
hifenados (CE-MS) [32, 33]. 
 
 
1.4. Técnicas de extração para análise cromatográfica 
 
A monitorização da qualidade da água e a necessidade do respetivo 
controlo requer métodos analíticos de confiança, no sentido de analisar 
poluentes orgânicos ao nível vestigial (µg L-1 - ng L-1). Na atualidade, a GC e 
HPLC em particular, quando combinada com deteção por MS, são as técnicas 
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mais utilizadas em análise ambiental. No entanto, a análise direta de poluentes 
orgânicos em amostras de água por métodos cromatográficos ou hifenados é 
pouco viável. Os baixos níveis de concentrações dos poluentes tornam o 
procedimento de pré-concentração das amostras praticamente obrigatório, uma 
vez permite a eliminação de compostos indesejados que se encontram em largo 
excesso na matriz e no enriquecimento dos compostos minoritários com 
interesse, alcançando-se limites de deteção mais baixos [20, 34]. Neste 
contexto, é igualmente esta etapa que geralmente determina o número de 
passos analíticos, o tempo e o custo associado para análise de uma 
determinada matriz. 
Os métodos de preparação de amostras para análise cromatográfica mais 
comuns para monitorizar matrizes aquosas, têm assim, vindo a evoluir no 
sentido de substituir os sistemas de extração ou enriquecimento convencionais 
por outros mais modernos, eficazes e versáteis. 
 
 
1.4.1. Extração líquido-líquido 
 
 Na extração líquido-líquido (LLE), estabelece-se o contacto entre duas 
fases líquidas, total ou parcialmente imiscíveis, havendo transferência de um ou 
mais solutos, de uma delas para a outra. Esta técnica baseia-se, portanto, na 
distribuição ou partição de um ou mais solutos, entre duas fases líquidas, sendo, 
por vezes, também designada por extração com solventes ou somente extração 
líquida. Para a operação laboratorial, a LLE descontínua recorre às tradicionais 
ampolas de decantação, requerendo genericamente volumes consideráveis de 
amostra (0,1-2 L) para ganho de sensibilidade e de solvente orgânico (5-100 
mL), no sentido de recuperar eficazmente os analitos com interesse [35]. Apesar 
da abrangência e eficácia demonstradas, as metodologias de preparação de 
amostras para análise cromatográfica envolvendo solventes orgânicos, já não se 
coadunam com as atuais exigências de redução do tempo despendido e 
automatização, necessárias à maior eficácia do trabalho de rotina nos 
laboratórios analíticos. 
 Na atual era da “química verde”, as técnicas de preparação de amostras 
para análise cromatográfica já não se compadecem com o consumo excessivo 
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de solventes orgânicos tóxicos, tendo em vista o impacto ambiental que isso 
acarreta. Nesta perspetiva, têm surgido novos conceitos aliados a metodologias 
que conseguem conjugar a miniaturização analítica com redução ou mesmo 
eliminação do consumo de solventes orgânicos, para enriquecimento de 
compostos alvo, particularmente de traços em diversos tipos de matrizes. 
Destacam-se neste contexto, a já largamente estabelecida extração em fase 
sólida (SPE) e, mais recentemente, a microextração em fase sólida (SPME) 
assim como a extração sortiva em barra de agitação (SBSE), que para além de 
reduzirem a manipulação analítica, proporcionam significativa sensibilidade na 
recuperação de analitos alvo, elevada reprodutibilidade, rapidez, baixo custo e 
facilidade de automatização [36]. 
 
 
1.4.2. Extração em fase sólida 
 
 A utilização da técnica de SPE aumentou rapidamente durante os últimos 
anos, principalmente quando novos processos e materiais foram desenvolvidos, 
tendo-se tornado uma técnica de eleição. Os atuais tipos de enchimentos 
sólidos devem ser selecionados de acordo com os mecanismos de retenção 
pretendidos, podendo genericamente ser classificados como apolares, polares, 
de troca iónica, adsorção, entre outros, baseados na interação 
analito/enchimento ou somente na natureza do(s) analito(s) em estudo. 
 Nos últimos anos, a SPE tem vindo a substituir quase por completo a 
LLE, uma vez ter provado ser uma técnica muito poderosa na preparação de 
amostra para análise cromatográfica, sendo comparativamente de mais rápida e 
fácil execução, exata, precisa, consome quantidades reduzidas de solventes 
orgânicos, não envolve material de custo oneroso, não forma emulsões e 
apresenta níveis de recuperação significativos. Embora a SPE exija por vezes 
um procedimento laborioso e, apenas se adequa à extração de compostos não 
voláteis ou semivoláteis, apresenta ainda a particularidade dos cartuchos ou 
discos poderem ser reutilizados em sistemas, nos quais as amostras não sejam 
demasiado sujas [37]. 
 Apesar das vantagens inerentes à SPE, a preparação de amostras para 
análise cromatográfica direciona-se cada vez mais no sentido da diminuição do 
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volume de amostra, redução do número de passos analíticos e tempo 
envolvidos, isenção de solventes orgânicos tóxicos e miniaturização dos 
sistemas extrativos, fundamentalmente com recurso às inovadoras técnicas de 
microextração sortiva. 
 
 
1.4.3. Microextração sortiva 
 
 Nos últimos anos, as técnicas de preparação de amostras baseadas na 
microextração sortiva têm despertado enorme interesse e grande entusiasmo, 
uma vez que se têm revelado muito promissoras, “amigas do ambiente” e 
integradas justamente na designada “química verde”. Na extração sortiva, os 
analitos são extraídos, por exemplo, de uma matriz aquosa para um polímero 
líquido imiscível e contrariamente à SPE, na qual os analitos são retidos à 
superfície do enchimento, a quantidade total da fase polimérica participa de 
forma decisiva no fenómeno de enriquecimento. 
 A fase de extração mais comum nas técnicas de extração sortiva é o 
PDMS, muito conhecido das fases estacionárias usadas nas colunas de GC, 
sendo termicamente estável e mais inerte que os materiais adsorventes 
convencionais, possuindo excelentes propriedades de difusão e tolerando uma 
vasta gama de temperaturas de operação (220-320 ºC). Este material origina 
ainda baixo ruído instrumental, não promove decomposição dos analitos com 
interesse e tem a particularidade de poder ser reutilizado. 
 A microextração sortiva é por natureza um fenómeno de equilíbrio, no 
qual o processo de enriquecimento é controlado pelo coeficiente de partição dos 
analitos entre a fase polimérica e a matriz da amostra, integrando atualmente as 
técnicas de SPME e a SBSE, entre outras [38, 39]. 
 
 
 1.4.3.1. Microextração em fase sólida 
  
 A SPME é um método simples para extrair principalmente compostos 
voláteis e semivoláteis sem qualquer recurso a solventes. A componente chave 
é a fibra de sílica fundida revestida com cerca de 10 a 100 m de espessura de 
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uma camada polimérica. A fibra de SPME encontra-se colocada num suporte 
com a forma de uma seringa, podendo ser inserida diretamente na matriz da 
amostra ou no espaço de cabeça acima da mesma, como é ilustrado no 
esquema da figura 1.7 e, seguidamente, introduzida no injetor de um sistema 
cromatográfico, no qual a fibra é exposta e aquecida, libertando assim os 
analitos por dessorção térmica (TD).  
 
Figura 1.7. Representação esquemática de uma seringa de SPME durante análise e dessorção 
do analito no sistema cromatográfico de GC [26]. 
 
 Atualmente, apesar da técnica de SPME já permitir automatização, a 
grande limitação que apresenta é a reduzida quantidade de material polimérico 
envolvido. Em analogia com SPE, já existem disponíveis comercialmente fibras 
com diferentes fases sorventes consoante o tipo de aplicação, nomeadamente, 
PDMS, poliacrilato, carboxeno-PDMS, PDMS-divinilbenzeno, entre outras. Para 
uma fibra típica de 100 m em PDMS, a mais frequentemente utilizada, o 
correspondente volume é de aproximadamente 0,5 L. Consequentemente, a 
eficiência de extração de analitos ao nível vestigial em diversas matrizes 
complexas pode ser drasticamente limitada. Com base nestas considerações, foi 
concebida e desenvolvida a SBSE, como uma técnica inovadora, muito sensível 
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e poderosa no enriquecimento de compostos orgânicos vestigiais para análise 
cromatográfica [40]. 
 
 
 1.4.3.2. Extração sortiva em barra de agitação 
 
 A SBSE é uma técnica de preparação de amostras, inicialmente proposta 
por P. Sandra e colaboradores no final dos anos noventa, para enriquecimento 
de compostos orgânicos de matrizes aquosas [41]. Uma barra de agitação, 
constituída por um magnete envolto numa fina película de vidro revestido por um 
filme em PDMS, como é ilustrada na figura 1.8, é colocada na amostra sob 
agitação, por forma a promover o movimento de rotação na matriz líquida e 
simultaneamente a extração dos analitos para a camada polimérica em 
condições experimentais otimizadas. 
 
 
Figura 1.8. Representação esquemática dos constituintes de uma barra de agitação usada na 
SBSE [42]. 
 
 A SBSE baseia-se nos mesmos princípios de equilíbrio da SPME. 
Estudos recentes demonstraram que existe uma notável correlação entre os 
coeficientes de partição, relativos à distribuição dos analitos entre a fase de 
PDMS e a matriz aquosa (KPDMS/W) e os coeficientes de distribuição octanol-
água (KO/W) o qual constitui uma medida da polaridade dos compostos orgânicos 
e fornece uma boa indicação da eficiência de extração para cada soluto. Ainda 
que, de uma forma grosseira, analitos apolares possam ser caracterizados por 
valores de log KO/W iguais ou superiores a 3 e, polares normalmente inferiores a 
3. 
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 O coeficiente KPDMS/W é por definição a razão entre a concentração do 
analito na fase de PDMS (CPDMS) e na fase aquosa (cW), após o equilíbrio ser 
atingido, podendo ser expresso pela equação 1.6:  
 
 
PDMS PDMS W
O/W PDMS/W
W W PDMS
c m V
c m V
K K
          
 (1.6)
 
 
onde mPDMS é a massa do analito na fase de PDMS, mW a massa do analito na 
fase aquosa, VW o volume de amostra aquosa e VPDMS o volume em PDMS. 
 Dependendo do KO/W, os compostos são extraídos em maior ou menor 
extensão e quanto maior for a quantidade disponível de PDMS, menor é a 
relação de fase e, consequentemente, mais elevada será a eficiência de 
extração. Conforme pode ser demonstrado, na SBSE a eficiência de extração 
dos analitos é genericamente descrita no equilíbrio pelos coeficientes KO/W, 
incrementando substancialmente a sensibilidade analítica relativamente à 
SPME, devido ao maior conteúdo em PDMS envolvido, permitindo assim 
diminuir os limites de deteção e proporcionar todas as vantagens analíticas, 
particularmente em análise vestigial. A figura 1.9 reproduz justamente este 
comportamento, ilustrando a eficiência obtida por SBSE comparativamente à 
SPME em função do log KO/W, demonstrando que a primeira é bem descrita 
pelos coeficientes, sendo a recuperação extrativa quantitativamente superior em 
idênticas condições experimentais. De acordo com a literatura [43, 44], para 
analitos com valores de log KO/W superiores a 3, são normalmente obtidas 
recuperações quantitativas por SBSE.  
Contrariamente à SPME, para a qual já existem no mercado diversos 
tipos de revestimentos poliméricos, na SBSE apenas se encontram 
comercializadas barras de agitação revestidas com PDMS contendo um volume 
compreendido entre 24 e 126 L, apresentando no entanto, uma quantidade 
substancialmente superior à disponibilizada na fibra de SPME mais comum (0,5 
L). A maior relação de fase, entre a matriz da amostra e o PDMS, proporciona 
desta forma um aumento da capacidade extrativa e, consequentemente, 
sensibilidade da técnica de SBSE para uma ordem de grandeza compreendida 
entre 50 e 250 vezes, comparativamente à SPME [34, 44]. 
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Figura 1.9. Comparação da eficiência extrativa por SPME (PDMS: 0,5 L) e SBSE (PDMS: 47 
L) em função do log KO/W, em idênticas condições experimentais [34]. 
  
 Uma das principais limitações da SBSE com a fase de PDMS é o facto de 
responder de forma ineficiente a analitos com log KO/W inferior a 3, i.e. 
compostos mais polares. Neste sentido, novas estratégias ou novas fases 
extrativas são requeridas para ultrapassar esta limitação, alargando assim a 
aplicabilidade da SBSE. 
 
 
1.4.3.3. Fases alternativas para SBSE 
 
Para ultrapassar a limitação apresentada pela SBSE(PDMS) no 
enriquecimento de compostos mais polares, têm sido propostas diversas 
alternativas como a derivatização, que reduz a polaridade dos analitos, a 
inclusão de carvão ativado (AC) com PDMS (“dual phase”), modificação química 
do PDMS e, mais recentemente, a utilização de poliuretanos (PUs) como fase 
polimérica alternativa [45-51]. 
Se por um lado a derivatização de compostos alvo é igualmente um 
passo algo limitativo face à especificidade exigida, o dispositivo “dual phase” foi 
umas das primeiras alternativas introduzidas por Bicchi e colaboradores [50]. 
Nesta abordagem, a barra de extracção é constituída por um tubo à base de 
PDMS com dois magnetes nas extremidades do tubo e no seu interior AC. Esta 
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barra combina a elevada capacidade de adsorção do AC com a sorção do 
PDMS para aumentar a eficiência de extração dos analitos mais polares 
comparativamente às barras convencionais de PDMS. No entanto, esta nova 
abordagem apresenta grandes limitações, uma vez o AC se encontrar dentro do 
tubo de PDMS, a adsorção dos analitos depende da afinidade dos mesmos para 
o PDMS. Neste contexto, os analitos teriam de ser sorvidos pela fase polimérica 
seguida da sua difusão e finalmente ser adsorvido no AC [52]. Por outro lado, 
diversos autores têm proposto outras alternativas para modificar quimicamente a 
fase polimérica de PDMS utilizando metodologias como a impressão molecular 
em polímeros por técnicas sol-gel. Alguns exemplos destas modificações 
consistiram na incorporação de nylon-6, β-ciclodextrina (β/CD) ou divinilbenzeno 
(DVB) na camada de PDMS. No entanto, muitas dessas propostas apresentadas 
foram apenas aplicadas a uma gama muito restrita e especifica de analitos, 
sendo igualmente difíceis de preparar [45-49].  
Mais recentemente, propôs-se a utilização de PU como nova fase 
polimérica alternativa para a SBSE na extração de analitos mais polares [51]. 
Numa primeira abordagem, os PUs demonstraram ser promissores em estudos 
efetuados na análise de três analitos modelo com diferentes características de 
polaridade (atrazina, 2,3,4,5-tetraclorofenol e fluoreno) comparativamente ao 
PDMS, evidenciando sempre melhor eficiência na microextração dos analitos 
alvos. Neste sentido, diversos estudos foram efetuados para encontrar a 
formulação de PU mais adequada para a microextração de compostos polares 
[51, 53-55]. 
Apesar do potencial demonstrado na utilização de PU, como fase 
polimérica inovadora para SBSE no enriquecimento de compostos polares, o 
desenvolvimento de novos conceitos e dispositivos analíticos pode ser 
igualmente uma alternativa promissora. A figura 1.10 resume um esquema 
contemplando justamente as diferentes possibilidades aqui abordadas para 
análise por SBSE de compostos orgânicos consoante as características de 
polaridade. 
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Figura 1.10. Representação esquemática de diversas alternativas para análise por SBSE de 
compostos orgânicos consoante as características de polaridade. 
 
 
1.4.4. Microextração adsortiva 
 
Como é do conhecimento geral, os compostos polares são facilmente 
adsorvidos em materiais sólidos contendo estrutura de poros com locais ativos 
adequados, nos quais ocorre interações eletrostáticas e/ou de natureza 
dispersiva. Quando finamente divididos, estes materiais apresentam elevadas 
áreas específicas e capacidade de adsorção notável, dependendo 
principalmente da química superficial e da textura envolvida [56, 57]. No entanto, 
do ponto de vista experimental, é difícil manipular sólidos finamente divididos 
após o processo de enriquecimento, uma vez serem constituídos por partículas 
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microscópicas. Neste contexto, o desenvolvimento de um dispositivo que fixe 
convenientemente estes materiais a um suporte adequado, sem perda das 
propriedades de sorção dos materiais, parece ser uma possibilidade promissora 
para análise vestigial de compostos com características polares. 
 
Neste sentido, a presente dissertação teve como principal objetivo o 
desenvolvimento de novas metodologias analíticas (microextração adsortiva 
(AμE), figura 1.10) para monitorização de POPs em matrizes aquosas, 
contemplando diversas etapas, nomeadamente: 
 Desenvolvimento e conceção de uma metodologia inovadora para 
microextração, designada por microextração adsortiva (AµE); 
 Avaliação do desempenho dos dispositivos desenvolvidos recorrendo a 
testes físico-químicos e mecânicos; 
 Seleção e preparação de sorventes adequados para microextração de 
compostos prioritários com características mais polares; 
 Combinação do passo de enriquecimento com técnicas de separação 
analítica convencional (HPLC, GC-MS e CE); 
 Otimização, validação e aplicação das metodologias para monitorização 
de diversas classes de POPs (pesticidas, DBPs, fenóis, PPCPs e drogas 
de abuso) em matrizes aquosas com impacto, nomeadamente, na área 
ambiental mas também forense e alimentar. 
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2.1. Reagentes químicos e padrões analíticos 
 
Reagentes e padrões 
 
Os reagentes e solventes utilizados eram analiticamente certificados. O 
metanol (MeOH, 99,8%) e acetonitrilo (ACN, 99,8%) de qualidade para HPLC, 
ácido fórmico (99%), solução de formaldeído (37%, estabilizado com 10% de 
MeOH), acetaldeído (99%) e butanona (99,5%) foram obtidos pela Merck 
(Alemanha). O cloreto de sódio (NaCl, 99,9%) e hidróxido de sódio (NaOH, 
98,0%) foram obtidos pela AnalaR BDH Chemicals (UK). O diclorometano 
(DCM, 99,8%), acetato de etilo (EtOAc, 99,5%) e acetona (99,5%) foram 
fornecidos pela Panreac (Espanha). O ácido clorídrico (HCl, 37%), n-pentano 
(99%), etanol (99,8%) e ácido acético (99,8%) foram obtidos pela Riedel-de-
Haën (Alemanha). O n-hexano (99,5%) foi obtido pela Fluka (Alemanha). O 
isopropanol (99,9%) foi obtido pela Fisher Scientific (UK). A cafeína (CAF, 
99,9%), triclosan (TRI, 97%), cloridrato de propranonol (PRO, 99%), gemfibrosil 
(GEM, 99%), carbamazepina (CAR, > 99%), diazepam (DIA, > 98%), 3-nitrofenol 
(3NOP, 99%), 4-nitrofenol (4NOP, ≥ 99%), bisfenol A (BPA, 99%) e ácido 
fosfórico (85,0%) foram obtidas pela Sigma-Aldrich (Alemanha). A simazina 
(SMZ, 99,9%), atrazina (ATZ, 99,2%), terbutilazina (TBZ, 99,5%), 4-octilfenol 
(OP, 99,9%), 4-nonilfenol (NP, 99,7%) foram fornecidas pela Supelco (USA). O 
ibuprofeno (Shasun Chemicals and Drugs Ltd., lot IBU0307598) foi cedido pela 
Generis Farmacêutica SA (Portugal). O propanal (97%), trans-2-hexenal (98%), 
2,3,4,5-pentafluorofenilhidrazina (PFPH, 96%) e ácido clofíbrico (CLOF, 98%) 
foram obtidos pela Alfa Aesar (Alemanha). A água ultra-pura utilizada no estudo 
foi obtida através de um sistema de purificação de água Milli-Q (Milipore, EUA). 
 
Materiais sorventes 
 
Os ACs comerciais em pó foram fornecidos pela Riedel-de-Haën e 
cedidos pela Salmon & Cia. Lda. (Portugal). O octadecilsilano e octilsilano foram 
obtidos pela Supelco. O zeólito foi fornecido pela Sigma-Aldrich. O laponite foi 
obtido pela Laporte (UK). A resina de troca aniónica AG®3-X4A (100-200 mesh 
chloride form) foi obtida pela Bio-Rad Laboratories (USA). O dióxido de titânio foi 
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obtido pela Degussa (Alemanha). O silicato de magnésio, PS-DVB (LiChrolut® 
EN polymer sorbent para análise ambiental (40-120 µm), o Lichrolut EN é um 
material não iónico, elevada porosidade com área superficial específica com 
cerca de 1200 m2 g-1), sílica, alumina, SCX, AC granulado, óxido de zinco e 
óxido de cobre foram obtidos pela Merck. O Oásis® HLB, MAX, MCX, WAX e 
WCX foram obtidos pela Waters (USA). Os carvões ativados preparados a partir 
de cortiça usando carbonato de potássio (K2CO3) e vapor de água como 
agentes ativantes, foram preparados pelo grupo de Adsorção e Materiais 
Adsorventes do Centro de Química e Bioquímica da Faculdade de Ciências da 
Universidade de Lisboa (CQB/FCUL) e, encontram-se descritos 
pormenorizadamente nas referências [1-3]. 
 
Amostras 
 
As amostras reais estudadas ao longo do trabalho foram de diversos tipos 
de água e urina humana. Foram estudadas três amostras de água para 
consumo humano sujeitas a diferentes tratamentos de desinfeção. A amostra de 
água desinfetada com cloro e a água pré-tratada com ozono seguida de cloro 
foram recolhidas na rede de abastecimento público de Lisboa e Quarteira 
(Portugal), respetivamente. A amostra de água para consumo humano 
desinfetada com ozono foi fornecida por uma empresa de sistemas de 
purificação e engarrafamento de água VIO Systems Inc. (Canadá). A amostra de 
água engarrafada para consumo era de origem nacional. As amostras de água 
superficial e subterrânea foram recolhidas na área metropolitana de Lisboa, 
tendo a estuarina sido recolhida no rio Tejo. A água do mar foi recolhida na 
Costa da Caparica na época não balnear. As amostras de águas residuais foram 
recolhidas na estação de tratamento de águas residuais urbanas de Beirolas 
localizada na zona oeste de Lisboa. Esta estação de tratamento abrange uma 
população cerca de duzentos mil habitantes e tem um caudal de 
dimensionamento processual diário de 54500 m3, tendo sido analisadas três 
amostras; uma recolhida antes da decantação primária; outra após a 
decantação primária; a última no final do processo (desinfeção com ultravioleta) 
antes de ser eliminada como efluente. 
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As amostras de urina estudadas foram a primeira da manhã e recolhidas 
de uma mulher de 27 anos e de um homem de 29 anos, ambos saudáveis. Uma 
das amostras foi recolhida após o consumo de Brufen® 600 (2 doses, uma por 
noite) e a outra amostra, para controlo, sem consumo prévio de qualquer tipo de 
medicamento. Todas as amostras, à exceção da água para consumo humano, 
foram filtradas (filtros Whatman No. 1) e armazenadas no frigorífico (4 ºC) até 
serem analisadas. 
 
 
2.2. Material e equipamento 
 
 Para além do material corrente de laboratório, foram utilizadas 
microseringas de alta precisão com êmbolo flexível e capacidade de 10, 50, 100, 
500 e 1000 L (Hamilton, USA), Barras de agitação de “Teflon” 12 × 3,0 mm, 
VWR International (USA), frascos de vidro de 10, 25, 30 e 50 mL (Macherey–
Nagel, Alemanha) com as respetivas tampas (d = 20 mm) e encapsulador 
manual (d = 20 mm, Macherey-Nagel, Alemanha), vials de vidro transparente 
(VWR Internacional, Portugal) e de cor âmbar de 1,5 mL (Chromacol, UK) com 
as respetivas tampas (d = 11 mm) para o amostrador automático do GC e do 
HPLC e encapsulador manuais (d = 11 mm, Agilent Technologies, USA). As 
barras de agitação comercial revestidas com PDMS (Twister; Gerstel, Müllheim 
a/d Ruhr, Alemanha) possuíam 20 mm de comprimento e eram revestidas por 
um filme de 0,5 mm de espessura em PDMS (47 L). 
 As pesagens foram efectuadas em balança analítica (Mettler Toledo 
AG135, Suíça). Utilizou-se ainda um banho de ultrassons equipado com 
termóstato (Branson® 3510 E-DTH, USA), um vortex (Velp, Itália) e uma placa 
de agitação múltipla com quinze posições para amostras (Variomag H+P 
Labortechnik AG Multipoint 15, Alemanha). O pH das amostras foi controlado 
com recurso ao Metrohm 744 pH Meter (Suíça). 
O sistema de HPLC era constituído pelos seguintes módulos: 
desgaseificador de vácuo (G1322A), bomba quaternária (G1311A), amostrador 
automático (G1313A), compartimento termostatizado para a coluna (G1316A) e 
detetor por rede de díodos (G1315B). A recolha de dados e o controlo 
instrumental foram efetuados a partir do software LC3D ChemStation (versão 
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Rev.A.10.02[1757], Agilent Technologies, Alemanha). As análises foram 
efetuadas na coluna Tracer Excel 120 ODS-A 5 m, 15 cm   0,40 cm com 
tamanho de partícula de 5 m (Teknokroma, Espanha). 
As análises por GC-MS foram efectuadas no sistema da Agilent 
Technologies (Alemanha), constituído por um cromatógrafo gasoso (Agilent 
6890 Series) equipado com amostrador automático (Agilent 7683) e injetor de 
vaporização com temperatura programada (PTV), acoplado ao detetor seletivo 
de massa (Agilent 5973N). Todos os dados registados e o controlo instrumental 
foram efectuados a partir do software MSD ChemStation (G1701; versão 
C.00.00; Agilent Technologies, Alemanha). A coluna capilar utilizada foi a HP-
5MS (27,6 m × 0,25 mm I.D., 0,25 μm df; 5% fenil, 95% PDMS) de Agilent 
Technologies (Alemanha). 
 
 
2.3. Procedimento experimental 
 
2.3.1. Preparação de soluções de trabalho 
 
A solução mãe de cada padrão em estudo foi preparada individualmente 
em MeOH numa concentração de 1000 mg L-1, à exceção das triazinas que 
foram 400 mg L-1. A solução mistura de cada família de analitos em estudo foi 
preparada semanalmente a partir da solução mãe. As soluções de trabalho e de 
calibração instrumental foram preparadas diariamente a partir da diluição 
adequada da solução mistura. Todas as soluções foram armazenadas à 
temperatura de -20 ºC.  
 
 
2.3.2. Derivatização dos compostos carbonilos 
 
Para o estudo de derivatização e ensaios de otimização, os aductos dos 
seis carbonilos foram preparados diariamente através da reação entre a solução 
mistura (40,0 mg L-1) com 3 mg de PFPH para um volume final de 1 mL em 
MeOH e incubada à temperatura ambiente durante 24 horas. 
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2.3.3. Preparação dos dispositivos de BAµE 
 
O dispositivo em barra consiste num suporte cilíndrico em polipropileno 
com comprimento de 15 mm e 3 mm em diâmetro, revestido externamente com 
adesivo. O dispositivo previamente revestido foi então colocado no material 
sólido finamente dividido, ficando desta forma suportado. Antes da utilização, o 
dispositivo foi tratado no sentido de retirar o excesso de material sólido e limpo 
com solvente apropriado. A quantidade do material sólido fixo no suporte variou 
entre 1,0 e 5,0 ± 0,2 mg dependendo do sorvente utilizado. 
 
 
2.3.4. Estudo de robustez e estabilidade do BAµE 
 
Para avaliar a robustez e a estabilidade do dispositivo de extração, este 
foi submetido a diversos testes utilizando diferentes solventes, temperaturas e 
pH. Para efetuar o teste de solvente, colocou-se o dispositivo nos solventes 
mais utilizados na retroextração, nomeadamente, MeOH, ACN, mistura de 
MeOH/ACN (1:1), etanol, isopropanol, acetona, AcOEt, n-pentano, n-hexano, 
DCM, ácido fórmico e ácido acético durante 1 h sob tratamento ultrassónico. 
Para o teste da temperatura, colocou-se os dispositivos em água ultra-pura 
durante 1 h num banho sob tratamento ultrassónico com temperaturas de 20 a 
50 ºC (7 pontos com 5 ºC de variação). Para o teste de pH, colocou-se o 
dispositivo num frasco com 30 mL de água ultra-pura sob agitação durante 3 h 
com o pH desejado (pH 1-14, 14 pontos) ajustado com 5% HCl e/ou NaOH (0,1 
M) e, de seguida, o dispositivo foi transferido num vial contendo água ultra-pura 
submetido a tratamento ultrassónico durante 1 h. 
 
 
2.3.5. Ensaios de extração e retroextração 
 
Os ensaios de extração foram efetuados medindo um determinado 
volume de água ultra-pura para um frasco de vidro apropriado (10, 25, 30 ou 50 
mL), colocando-se de seguida a barra de agitação e o dispositivo de 
microextração com o adsorvente selecionado. Os frascos contendo as soluções 
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aquosas eram posteriormente selados e fortificados com 200 µL da solução 
padrão com uma concentração adequada para a obtenção de uma 
concentração final desejada. A extração era promovida através da agitação da 
barra magnética durante um determinado período de tempo à temperatura 
ambiente. Após a extração, a barra de microextração era retirada e seca num 
papel limpo com o auxílio de uma pinça, sendo em seguida transferida para um 
vial contendo 1,5 mL de solvente orgânico para se proceder à retroextração 
através de tratamento ultrassónico durante um período de tempo. 
Posteriormente, a barra de microextração era retirada e o extrato orgânico 
evaporado à secura seguido de reconstituição com 200 µL de um solvente 
adequado ou evaporado até 200 µL do extrato sob corrente de azoto, com 
posterior análise por HPLC-DAD ou GC-MS. 
 
 
2.3.6. Validação da metodologia BAµE e aplicação em amostras reais 
 
Para os estudos de validação e aplicação do método, efetuaram-se 
ensaios com diferentes níveis de fortificação, seguindo-se o procedimento 
anteriormente descrito em condições otimizadas. Para o caso da amostra de 
urina, apenas 1 mL foi utilizada, sendo o restante volume preenchido com água 
ultra-pura. 
Para o estudo dos compostos carbonilos, a derivatização in-situ, 
validação e aplicação a matrizes reais, os ensaios foram efetuados adicionando 
200 μL da solução mistura com a concentração desejada e 200 μL da solução 
derivatizante num frasco contendo 15 mL de água ultra-pura ou amostra, 
seguida a incubação à temperatura ambiente durante 24 horas. De seguida, 15 
mL de solução de NaCl (20%, p/v) era adicionada ao frasco, prosseguindo 
conforme descrito anteriormente nas condições otimizadas.  
Os ensaios e os controlos correspondentes foram realizados sob 
condições experimentais otimizadas e em triplicado. Ensaios em branco foram 
igualmente efetuados em triplicado com recurso ao método descrito, utilizando 
água ultra-pura sem fortificação. O método da adição de padrão (SAM) foi 
sempre adotado para quantificar os analitos em estudo no sentido de suprimir 
eventuais efeitos de matriz nas amostras reais. 
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2.3.7. Estudo dos parâmetros instrumentais 
 
Para o estudo dos parâmetros instrumentais por HPLC-DAD, os 
compostos alvos foram analisados individualmente para obter os respetivos 
parâmetros de retenção e espetros de UV-Vis. As condições de análise 
selecionadas para cada classe de analitos estudados estão descritas na tabela 
2.1. 
 
Tabela 2.1. Condições experimentais usadas para a análise de cada classe de analitos 
estudados por HPLC-DAD. 
Classe de 
compostos 
Fluxo 
(mL min-1) 
Composição da 
fase móvel 
Comprimento de 
onda (λ, nm) 
    
Triazinas 1,0 
Eluente A: MeOH 
Eluente B: Água com 0,1% de 
H3PO4 
0-10 min - 58% A 
10-22 min - 58-90% A 
22-25 min - 90-58% A 
25-28 min - 58% A 
252 
    
Carbonilos 0,8 Eluente A (58%): MeOH Eluente B (42%): Água 226 
    
Ibuprofeno e ácido 
clofíbrico 1,0 
Eluente A (40%): MeOH 
Eluente B (60%): Água com 0,1% 
de H3PO4 
220 
    
Fenóis 0,5 
Eluente A: MeOH 
Eluente B: Água 
0-4 min - 60% A 
4-10 min - 60-90% A 
10-20 min - 90% A 
226 
    
 
Para o estudo dos parâmetros instrumentais por GC-MS, os compostos 
alvos foram analisados individualmente para obter os parâmetros de retenção e 
espetros de massa correspondentes.  
O injetor PTV foi arrefecido com azoto líquido e selecionado no modo de 
injeção “solvent vent” (tempo de “vent”: 0,30 min; fluxo: 50 mL min-1; pressão: 
0,0 psi; purga: fluxo 60,0 mL min-1, tempo 2 min), tendo a temperatura sido 
programada desde 40 ºC (0,35 min) até 320 ºC (600 ºC min-1, 3 min isotérmica) 
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e subsequentemente para 200 ºC (50 ºC min-1 até ao final da análise). O volume 
e a velocidade de injeção foram 20 μL e 100 μL min-1, respetivamente.  
A fase móvel utilizada foi hélio mantido no modo de pressão constante 
(9,82 psi). A temperatura do forno foi programada desde 90 ºC (1 min) até 120 
ºC (10 ºC min-1), posteriormente até 200 ºC (25 ºC min-1) e finalmente até 280 ºC 
(5 ºC min-1) com tempo de corrida de 23,20 min.  
A temperatura da linha de transferência, fonte de ionização e o 
quadrupólo foram mantidos a 280 ºC, 230 ºC e 150 ºC, respetivamente, tendo 
sido selecionado um “solvent delay” de 6 min. Foi usada ionização eletrónica (70 
eV) numa gama de massa compreendida entre 35 e 550 Da no modo de 
varrimento contínuo, uma corrente de ionização de 34,6 μA e um potencial 
multiplicador de 1200 V. No modo de monitorização de iões selecionados (SIM), 
vários grupos de iões alvo foram monitorizados em janelas de tempo definidos 
pela retenção correspondente, mantendo o “dwell time” em 100 ms. 
 
 
2.3.8 Caracterização dos carvões activados 
 
Toda a caracterização textural e química superficial dos ACs comerciais 
(R, N2 e NS) e preparados a partir de cortiça foram realizados pelo grupo de 
Adsorção e Materiais Adsorventes do CQB/FCUL, pelo que, o procedimento 
experimental se encontra descrito no anexo I. 
 
 
2.3.9. Estimativa dos pKa e log KO/W 
 
Os pKas dos compostos em estudo foram estimados através do programa 
“SPARC Performs Automated Reasoning in Chemistry” (versão 4.5) [4]. Os log 
KO/W foram estimados através dos programas SRC-KOWWIN (versão 3.12) [5] e 
ChemBioDraw Ultra (versão 11.0) [6]. Os valores de pKas e log KO/W obtidos 
encontram-se no anexo II. 
As dimensões do ibuprofeno foram estimadas por modelização molecular 
com o programa Gaussian‐03 [7] usando para a otimização o método 
semiempírico PM3 [8, 9]. 
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3.1 Considerações gerais 
 
Nos últimos anos, as novas abordagens dos métodos de preparação de 
amostras em química analítica têm sido caracterizadas pela simplificação, 
miniaturização e aumento da seletividade e sensibilidade, em particular, para 
análise vestigial [2]. Atualmente, as técnicas de extração sortiva têm sido 
extensivamente desenvolvidas e aplicadas para monitorizar inúmeras classes de 
compostos orgânicos em diversos tipos de matrizes [3, 4]. Conforme foi referido 
no capítulo 1.4., a SPE, a SPME e, mais recentemente, a SBSE, são os 
métodos para enriquecimento mais utilizados na atualidade, previamente à 
análise cromatográfica [5-7]. A SBSE, em particular, tem demonstrado elevada 
capacidade de recuperação dos POPs em água e outros tipos de matrizes. No 
entanto, tem-se verificado para compostos cujo log KO/W seja inferior a 3, i.e., 
compostos que apresentam características mais polares, a técnica evidencia 
grandes limitações na eficiência de enriquecimento mesmo utilizando 
derivatização ou fases poliméricas inovadoras [8-11]. 
Até ao momento, é bem conhecido que os compostos polares são 
facilmente adsorvidos em materiais sólidos com uma estrutura porosa bem 
desenvolvida e centros ativos adequados, onde o fenómeno eletrostático e/ou 
dispersivo ocorre (propriedades de adsorção-desadsorção) [12]. Quando 
finamente divididos, a elevada área específica confere a estes materiais 
capacidades de adsorção notáveis, dependendo apenas da química superficial e 
da textura envolvida. Do ponto de vista teórico e para análise vestigial, 
encontramo-nos abaixo do patamar isotérmico, isto é, da saturação do 
adsorvente, e consequentemente, as teorias de Langmuir ou Freundlich não são 
aplicáveis. No entanto, do ponto de vista experimental, é muito difícil manipular 
sólidos em forma de pó após o processo de enriquecimento, uma vez que 
estamos a lidar com materiais compostos por partículas microscópicas. Se estes 
materiais poderem ser fixados num suporte conveniente, sem perda das 
propriedades texturais e sem alterar significativamente a sua química superficial, 
podemos contribuir com um avanço significativo, principalmente para análise 
vestigial. 
Neste sentido, o presente trabalho, propõe uma nova técnica inovadora 
para microextração, que se apresenta como uma alternativa para monitorizar 
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uma vasta gama de compostos polares em matrizes reais. Neste contexto, 
desenvolveu-se um novo conceito como passo de enriquecimento na 
preparação de amostras designada por microextração adsortiva (AµE) [1]. 
Durante o desenvolvimento deste novo conceito, foram concebidos dois 
dispositivos com configurações geométricas diferenciados, i.e., em barra 
cilíndrica e em multiesferas. No entanto, a presente dissertação centrar-se-á 
somente no desenvolvimento da configuração com geometria em barra 
cilíndrica, designada por microextração adsortiva em barra (BAµE). 
Assim, no presente capítulo, proceder-se-á à apresentação e discussão 
dos resultados obtidos aquando do desenvolvimento deste novo conceito 
analítico, nomeadamente, a robustez, estabilidade e desempenho analítico da 
BAµE.  
 
 
3.2. Resultados e discussão 
  
3.2.1. Preparação dos dispositivos para microextração 
 
O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um novo 
dispositivo analítico que permitisse ultrapassar as principais limitações 
apresentadas por outras metodologias estabelecidas, nomeadamente SBSE, 
para microextração vestigial de analitos polares em meio aquoso. Neste sentido, 
desenvolveu-se a técnica de AµE, como nova tecnologia de preparação de 
amostras para enriquecimento de compostos polares ao nível de traços, prévia à 
análise por técnicas de separação adequadas. Nesta perspetiva, iniciou-se a 
preparação dos dispositivos com recurso a tecnologias próprias para fixação de 
sorventes adequados a substratos, com a configuração geométrica em forma de 
barra cilíndrica (BAµE). A figura 3.1 ilustra a representação esquemática do 
dispositivo e a respetiva imagem fotográfica, revelando o aspeto final do 
dispositivo revestido com AC e PS-DVB como fases sorventes.  
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Figura 3.1. Representação esquemática (a) e imagem fotográfica (b) do dispositivo BAµE. 1: 
barra de polipropileno; 2: adesivo; 3: sorvente. 
 
 
3.2.2. Testes de estabilidade e eficiência da BAµE 
 
Durante a preparação dos dispositivos, diversas fases sorventes foram 
estudadas, incluindo ACs, PS-DVB, silanos, alumina, sílica, óxidos metálicos, 
zeólitos, silicatos de magnésio, resinas de permuta iónica, entre vários outros 
tipos de sólidos e polímeros, que são conhecidos por apresentarem boas 
propriedades de sorção.  
Antes da aplicação a amostras, o dispositivo de microextração foi 
avaliado em termos da estabilidade e robustez relativamente à fixação dos 
sorventes no suporte, recorrendo aos testes físico-químicos adequados. Neste 
contexto, o dispositivo foi submetido a diversos ensaios, nomeadamente, efeito 
de solventes orgânicos com diferentes polaridades, temperatura, pH e 
tratamento mecânico. 
Os primeiros ensaios consistiram em avaliar a estabilidade do adesivo ao 
suporte por interação com diferentes solventes orgânicos, sob ultrassons 
durante uma hora, no sentido de verificar a ocorrência de fenómenos de 
degradação. Dos resultados obtidos, verificou-se que o dispositivo suportado 
com diferentes materiais sorventes apresenta boa estabilidade em diversos 
solventes estudados, à exceção do DCM, acetona, AcOEt, ácido fórmico e ácido 
acético. 
Posteriormente, o teste de temperatura consistiu em colocar o dispositivo 
contendo diferentes sorventes em água sob ultrassons durante uma hora num 
banho com a temperatura controlada (20 a 50 ºC). Verificou-se que os sorventes 
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se mantiveram fixos no suporte até à temperatura de 40 ºC, iniciando-se a 
desagregação do suporte para valores superiores. 
O teste de pH consistiu em colocar o dispositivo com diferentes sorventes 
em amostras de água com toda a gama de pH (1-14) sob agitação durante três 
horas, sendo de seguida transferido para vials com água ultra-pura sob 
tratamento ultrassónico durante uma hora. Os resultados obtidos demonstraram 
excelente estabilidade para toda a gama de pH estudada durante o processo de 
agitação. No entanto, ao se colocarem os dispositivos sob ultrassons verificou-
se que apenas os ensaios com pH compreendido entre 2 a 12 se mantiveram 
estáveis. Para valores de pH extremos, tanto os sorventes como o adesivo 
evidenciaram sinais claros de desagregação.  
A figura 3.2 compara uma imagem fotográfica do dispositivo em 
condições experimentais adequadas e não favorecidas relativamente aos testes 
do efeito de solvente, temperatura e pH. 
 
 
Figura 3.2. Imagem fotográfica do dispositivo revestido com AC em condições experimentais 
adequadas (a) e não favorecidas relativamente aos testes do efeito de solvente (DCM; b), 
temperatura (50 ºC; c) e pH (pH 14; d). 
 
Finalmente, os testes mecânicos foram realizados sob tratamento 
ultrassónico e agitação com recurso a barras magnéticas. Dos resultados 
obtidos, verificou-se que após 3 h sob tratamento ultrassónico, os materiais 
sorventes se começavam a desagregar do suporte. Este comportamento 
provavelmente deveu-se ao aumento da temperatura do meio gerada por este 
tratamento, promovendo a desagregação do sorvente no suporte, sendo o 
aspeto final do dispositivo idêntico ao apresentado na figura 3.2.c. 
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Relativamente ao teste com recurso a agitação mecânica, foi observada boa 
estabilidade mesmo em ensaios que duraram mais de 20 h.  
 
 
3.2.3. Desempenho analítico 
 
Após os estudos de estabilidade e robustez da metodologia proposta, 
iniciou-se a segunda fase do trabalho que consistiu em avaliar o desempenho 
analítico em diferentes classes de analitos e matrizes. Uma vez este processo 
de enriquecimento consistir num equilíbrio estático dos analitos entre a fase 
extratora e o meio aquoso, o dispositivo foi introduzido num frasco contendo a 
amostra sob agitação com recurso a uma barra magnética convencional (teflon). 
Assim, o movimento de rotação da matriz líquida causada por este processo 
favorece a microextração dos solutos no sorvente. Sendo o dispositivo contendo 
o material sorvente menos denso que a água, durante o processo de 
enriquecimento a barra de extração mantém-se suspensa e em equilíbrio abaixo 
do vortex formado pelo movimento da agitação. A figura 3.3 ilustra a 
representação esquemática e uma fotografia para exemplificar o comportamento 
do dispositivo durante o processo de microextração.  
 
 
Figura 3.3. Representação esquemática (a) e em fotografia (b) de BAµE durante o processo de 
microextração. 
 
Em analogia com outras técnicas de microextração, as condições 
experimentais da BAµE têm de ser otimizadas para cada tipo específico de 
aplicação. Para além das características de polaridade dos analitos e da fase de 
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revestimento, a eficiência de recuperação é igualmente influenciada por 
parâmetros como o tempo de equilíbrio, velocidade de agitação e características 
da matriz, i.e., pH, força iónica e polaridade, no sentido dos analitos com 
interesse alcançarem o equilíbrio de distribuição entre a matriz da amostra e a 
fase sorvente. Uma vez a preparação dos dispositivos ser muito simples de 
manusear, independentemente do sorvente envolvido, a grande vantagem desta 
nova técnica analítica, relativamente às convencionais, é a possibilidade de se 
poder escolher o sorvente mais conveniente consoante a amostra ou classes de 
compostos a analisar.   
As condições da retroextração têm igualmente que ser otimizadas, isto é, 
a dessorção dos solutos da fase sorvente, com recurso a solvente adequado 
consoante o tipo de aplicação. Neste sentido, parâmetros como o tipo de 
solvente e o tempo de dessorção sob tratamento ultrassónico devem ser 
otimizados.  
Durante esta etapa, diversos ensaios preliminares de recuperação foram 
efetuados para avaliar a eficiência de vinte sorventes diferentes usando água 
ultra-pura fortificada com atrazina, usada como modelo, por ser um composto 
com polaridade intermédia (log KO/W = 2,82), cromóforo, semivolátil e não ser 
recuperado eficazmente por SBSE(PDMS). Na tabela 3.1 encontram-se as 
eficiências de recuperação obtidas com diversos sorventes comerciais sob 
condições experimentais convenientes. 
A partir dos dados reproduzidos na tabela 3.1, o AC em pó e o PS-DVB 
evidenciaram melhor eficiência na recuperação para a atrazina (> 78%) 
sugerindo boas perspetivas como sorventes para microextrair compostos ou 
metabolitos polares em meio aquoso ao nível vestigial. Além de apresentar boa 
estabilidade como fase adsorvente, conforme demonstrado anteriormente, os 
ACs apresentam características interessantes uma vez a sua textura e química 
superficial lhes conferem propriedades adsorventes fortes, que são adequadas 
para reter solutos polares. Por outro lado, o PS-DVB apresenta funcionalidade 
apropriada uma vez poder aliar a partição com propriedades de troca iónica [13, 
14]. Deve-se, no entanto, salientar que o desempenho de enriquecimento de 
cada sorvente para cada soluto específico depende de caso para caso, isto é, o 
material deve ser criteriosamente selecionado para cada aplicação em 
particular. Em geral, a BAµE deve ser entendida como instrumento analítico 
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vantajoso comparativamente com a SBSE, uma vez permitir a escolha do 
sorvente para cada tipo de soluto, enquanto esta última apenas se encontra 
disponível comercialmente com PDMS, que está definitivamente indicado para 
compostos com características mais apolares. 
 
Tabela 3.1. Resumo dos estudos preliminares relativos à eficiência de recuperação e aos testes 
físico-químicos efetuados nos dispositivos BAµE com diferentes sorventes. 
Sorventes Recuperação (%)a 
Teste de estabilidade química e mecânica 
Solvente Temperatura pH Sonificação 
      
AC em pó 80 
Sorventes 
suportados são 
estáveis em 
MeOH, ACN, 
mistura (1:1), 
etanol, 
isopropanol,     
n-pentano e      
n-hexano 
 
 
Sorventes 
suportados 
dispersam em 
DCM, acetona, 
EtOAc, ácido 
fórmico e ácido 
acético 
Estável entre 
20 a 40 ºC 
 
 
Dispersa 
acima de 
40ºC 
Estável 
entre 2 a 
12 
 
 
Para 
valores 
superiore
s ou 
inferiores 
o adesivo 
dissolve 
e o 
sorvente 
dispersa 
em meio 
aquoso 
Estável até 3 
h 
 
 
Acima de 3 h 
os sorventes 
dispersam no 
solvente 
PS-DVB 78 
OASIS HLB 75 
AC granular 50 
Octadecilsiloxano 37 
Octilsiloxano 30 
Sílica 20 
Alumina 7 
Silicato de 
magnésio 5 
OASIS SCX 5 
OASIS MAX 5 
OASIS MCX - 
OASIS WAX - 
OASIS WCX - 
Zeólitos - 
Laponites - 
Resinas de troca 
iónica - 
Óxido de cobre - 
Óxido de titânio - 
Óxido de zinco - 
      
aSistema modelo - Composto alvo: atrazina em 25 mL de água ultra-pura (10 µg L-1); condições de 
extração: 3 h (1000 rpm); LD: MeOH (60 min com ultrassons) 
  
 
3.2.4. Aplicação de BAµE em matrizes reais 
 
Após o estabelecimento do melhor procedimento para preparação dos 
dispositivos assim como dos testes de estabilidade preliminares, segue-se a 
aplicação deste novo dispositivo analítico proposto para monitorizar compostos 
orgânicos e correspondentes metabolitos em meio aquoso.  
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Para demonstrar a aplicabilidade do BAµE em matrizes reais, foram 
estudadas diversas classes de compostos orgânicos classificados como 
poluentes prioritários, nomeadamente, pesticidas, produtos farmacêuticos de 
higiene e cuidado pessoal, sub-produtos de desinfeção de água e resíduos de 
matéria-prima industrial, os quais serão discutidos com detalhe nos capítulos 
seguintes. 
  
 
3.3. Conclusões 
 
A nova técnica de microextração proposta e designada por microextração 
adsortiva em barra (BAµE), para análise vestigial de compostos polares em 
matrizes aquosas, foi desenvolvida e testada neste capítulo. Os dispositivos 
analíticos são fáceis de preparar e utilizar, sendo pouco onerosos. Estudos de 
estabilidade sob diversas condições físico-químicos evidenciaram que os 
dispositivos são estáveis e robustos. A principal vantagem da presente 
metodologia analítica comparativamente com as convencionais é, o facto de se 
poder selecionar o sorvente mais adequado para cada tipo de aplicação 
específica. Dos vários sorventes testados, os ACs e o PS-DVB, demonstraram 
melhor eficiência na recuperação de atrazina (> 78%), usado como composto 
modelo em condições experimentais convenientes. Em suma, a BAµE surge 
como técnica analítica alternativa promissora para determinar níveis vestigiais 
de diversas classes de compostos prioritários em matrizes aquosas. Nos 
capítulos subsequentes abordar-se-á mais extensamente o potencial de 
aplicação destes dispositivos inovadores. 
  
 
3.4. Referências 
 
[1] Neng, N. R.; Silva, A. R. M.; Nogueira, J. M. F. - Adsorptive Micro-
Extraction Techniques – Novel analytical tools for trace levels of polar 
solutes in aqueous media. Journal of Chromatography A. 1217:47 
(2010) 7303-7310. 
3. Micro-extracção adsortiva em barra (BAµE) 
55 
 
[2] Smith, R. M. - Before the injection--modern methods of sample 
preparation for separation techniques. Journal of Chromatography A. 
1000:1-2 (2003) 3-27. 
[3] Raynie, D. E. - Modern Extraction Techniques. Analytical Chemistry. 
82:12 (2010) 4911-4916. 
[4] Nováková, L.; Vlcková, H. - A review of current trends and advances in 
modern bio-analytical methods: Chromatography and sample preparation. 
Analytica Chimica Acta. 656:1-2 (2009) 8-35. 
[5] Arthur, C. L.; Pawliszyn, J. - Solid phase microextraction with thermal 
desorption using fused silica optical fibers. Analytical Chemistry. 62:19 
(2002) 2145-2148. 
[6] Lancas, F. M.; Queiroz, M. E. C.; Grossi, P.; Olivares, I. R. B. - Recent 
developments and applications of stir bar sorptive extraction. Journal of 
Separation Science. 32:5-6 (2009) 813-824. 
[7] Wardencki, W.; Curylo, J.; Namiesnik, J. - Trends in solventless sample 
preparation techniques for environmental analysis. Journal of 
Biochemical and Biophysical Methods. 70:2 (2007) 275-288. 
[8] Neng, N. R.; Cordeiro, C. A. A.; Freire, A. P.; Nogueira, J. M. F. - 
Determination of glyoxal and methylglyoxal in environmental and 
biological matrices by stir bar sorptive extraction with in-situ derivatization. 
Journal of Chromatography A. 1169:1-2 (2007) 47-52. 
[9] Neng, N. R.; Pinto, M. L.; Pires, J.; Marcos, P. M.; Nogueira, J. M. F. - 
Development, optimisation and application of polyurethane foams as new 
polymeric phases for stir bar sorptive extraction. Journal of 
Chromatography A. 1171:1-2 (2007) 8-14. 
[10] Portugal, F. C. M.; Pinto, M. L.; Nogueira, J. M. F. - Optimization of 
Polyurethane Foams for Enhanced Stir Bar Sorptive Extraction of Triazinic 
Herbicides in Water Matrices. Talanta. 77:2 (2008) 765-773. 
[11] Silva, A. R. M.; Portugal, F. C. M.; Nogueira, J. M. F. - Advances in stir bar 
sorptive extraction for the determination of acidic pharmaceuticals in 
environmental water matrices: Comparison between polyurethane and 
polydimethylsiloxane polymeric phases. Journal of Chromatography A. 
1209:1-2 (2008) 10-16. 
3. Micro-extracção adsortiva em barra (BAµE) 
56 
[12] Ding, L.; Snoeyink, V. L.; Mariñas, B. J.; Yue, Z.; Economy, J. - Effects of 
Powdered Activated Carbon Pore Size Distribution on the Competitive 
Adsorption of Aqueous Atrazine and Natural Organic Matter. 
Environmental Science & Technology. 42:4 (2008) 1227-1231. 
[13] Fontanals, N.; Marcé, R. M.; Borrull, F. - New materials in sorptive 
extraction techniques for polar compounds. Journal of Chromatography 
A. 1152 (2007) 14-31. 
[14] Gun’ko, V. M.; Turov, V. V.; Zarko, V. I.; Nychiporuk, Y. M.; Goncharuk, E. 
V.; Pakhlov, E. M.; Yurchenko, G. R.; et al. - Structural features of polymer 
adsorbent LiChrolut EN and interfacial behavior of water and 
water/organic mixtures. Journal of Colloid and Interface Science. 323:1 
(2008) 6-17. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Capítulo 4
Determinação de 
Triazinas por
 BAμE(ACs)-LD/HPLC-DAD [1]
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. Determinação de triazinas por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD 
59 
 
4.1. Considerações gerais 
 
Os compostos triazínicos, como a atrazina (ATZ) e a simazina (SMZ), 
estão entre os herbicidas mais amplamente utilizados, sendo geralmente 
aplicados para remover ervas daninhas em culturas de milho e outros cereais 
devido à sua grande capacidade para inibir a fotossíntese das plantas. Devido à 
sua elevada persistência, solubilidade em água e baixo coeficiente de partição, 
estes herbicidas, assim como os respetivos metabolitos, têm sido 
frequentemente detetados na atmosfera, água e solo, causando vários 
problemas ambientais [2, 3]. 
Atualmente, os herbicidas triazínicos são considerados contaminantes 
perigosos que podem ter consequências prejudiciais no sistema endócrino dos 
seres humanos [4]. Na Europa, devido ao risco de contaminação das águas 
subterrâneas com ATZ e, correspondentes produtos de degradação, em 
concentrações que excedem os limites máximos estabelecidos (0,1 µg L-1), o 
Conselho da União Europeia revogou a autorização para o uso das formulações 
fitofarmacêuticas que contêm ATZ [5]. Em Portugal, foi concedida uma 
prerrogativa à diretiva comunitária que permitiu a ATZ ainda fazer parte da lista 
de produtos com venda autorizada. 
Em geral, os compostos triazínicos são determinados por técnicas de LLE 
ou SPE seguida de análise cromatográfica ou hifenada [6-9]. Mais 
recentemente, técnicas de extração sortiva como SPME e SBSE têm sido 
propostas como alternativas no enriquecimento de amostras contaminadas com 
triazinas [10-13]. No entanto, dadas as características polares apresentadas 
pelos compostos triazínicos (log KO/W < 3), a SBSE(PDMS) revelou-se ineficiente 
na análise desta classe de compostos, pelo que foram propostas novas fases 
poliméricas mais eficientes, como por exemplo os PUs, para extração de 
triazinas em amostras aquosas [14-16].  
No capítulo anterior, os estudos preliminares revelaram que o AC 
comercial apresenta elevada capacidade para microextração de ATZ no meio 
aquoso. Neste sentido, no presente capítulo pretendeu-se avaliar as 
potencialidades de ACs disponíveis comercialmente como materiais para 
enriquecimento em BAµE, seguido de LD e análise por HPLC-DAD para 
monitorização de herbicidas triazínicos em matrizes aquosas. Deste modo, SMZ, 
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ATZ e terbutilazina (TBZ) foram selecionadas como compostos modelos para 
este estudo, uma vez que são os compostos mais utilizados nesta classe de 
herbicidas. A figura 3.1 apresenta as estruturas químicas dos herbicidas 
envolvidos no presente estudo. 
 
   
SMZ ATZ TBZ 
Figura 4.1. Estruturas químicas dos três compostos triazínicos em estudo. 
 
Numa primeira fase escolheram-se três ACs comerciais com 
características diferentes, i.e., carvão Riedel (R), carvão Norit Super (NS) e 
carvão Norit 2 (N2), para avaliar a eficiência de recuperação da metodologia. 
Procurou-se compreender e correlacionar as propriedades superficiais e 
texturais dos materiais utilizados, bem como o desempenho analítico da técnica 
desenvolvida, no sentido de maximizar a eficiência. Terminada a fase de 
otimização da metodologia BAµE(AC)-LD/HPLC-DAD, prosseguiu-se com a 
validação e aplicação do método a matrizes reais. 
 
 
4.2. Resultados e discussão 
 
4.2.1. Caracterização dos ACs 
 
Numa primeira abordagem, centrou-se a atenção apenas nos resultados 
mais relevantes para compreender e correlacionar as propriedades superficiais 
e texturais dos carvões utilizados. A caracterização do material adsorvente 
consistiu fundamentalmente na determinação dos parâmetros texturais obtidos 
pela análise das isotérmicas de adsorção de azoto a -196 ºC e pela 
determinação do pH no ponto de carga zero (pHPZC) do carvão (química 
superficial). 
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As isotérmicas de adsorção de azoto a -196 ºC permitem caracterizar a 
porosidade dos ACs. De acordo com a classificação IUPAC [17], a porosidade é 
dividida em microporos (Vmicro, largura < 2 nm), mesoporos (Vmeso, largura 2-50 
nm) e macroporos (largura > 50 nm), podendo ainda subdividir-se os microporos 
em ultramicroporos (Vultra, largura < 0,7 nm) e supermicroporos (Vsuper, largura 
0,7-2 nm). O processo de adsorção ocorre essencialmente nos microporos, 
sendo os mesoporos considerados poros de transporte [18]. Os principais 
resultados obtidos pela caracterização dos três ACs no presente estudo 
encontram-se descritos na tabela 4.1. 
 
Tabela 4.1. Características químicas e nanotexturais dos ACs estudados. 
ACs ABET (m2 g-1) 
Vtotal 
(cm3 g-1) 
Vmesoa 
(cm3 g-1) 
Vα microb (cm3 g-1) % 
Cinza pHPZC Vα total Vα ultra Vα super 
 
R 937 0,65 0,36 0,29 0,10 0,19 0,7 6,5 
N2 896 0,60 0,29 0,31 0,04 0,27 12,0 10,6 
NS 1065 0,70 0,30 0,40 0,02 0,38 13,0 8,4 
 
aDiferença entre Vtotal  e Vα total; bDeterminado com recurso ao método α [19]. 
 
Os três ACs estudados apresentaram uma área superficial aparente 
(ABET) de cerca de 1000 m2 g-1 e um volume de mesoporos correspondente a 
55%, 48% e 43% do volume total de poros para os carvões R, N2 e NS, 
respetivamente. Por outro lado, quer o carvão N2 quer o NS apresentam um 
pequeno volume de ultramicroporos (13% e 5% da microporosidade total, 
respetivamente) enquanto o carvão R apresentou cerca de 34% do volume total 
de microporos. 
A química da superfície dos ACs evidencia um papel determinante no 
processo de adsorção da fase líquida tendo sido caracterizada por determinação 
do pHPZC. Neste contexto, quando o pH da solução é igual ao pHPZC, o número 
de grupos positivos e negativos à superfície é igual, tornando-se por isso 
mesmo nula. Por outro lado, quando o pH da solução é inferior ao pHPZC, a 
carga à superfície do AC é positiva e vice-versa. Os valores de pHPZC obtidos 
revelaram que os ACs estudados apresentam natureza ácido-base distintas. 
Enquanto o carvão R tem uma química superficial ácida, os carvões NS e N2 
apresentam uma química superficial alcalina, sendo o último mais acentuado 
(tabela 4.1). O conteúdo de cinza do carvão R é bastante pequeno, embora para 
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o carvão N2 e NS o conteúdo inorgânico determinado tenha sido cerca de 12% 
e 13% em peso, respetivamente. 
 
 
4.2.2. Otimização instrumental da HPLC-DAD 
 
A otimização instrumental iniciou-se com a obtenção dos parâmetros de 
retenção da SMZ, ATZ e TBZ, usados como compostos modelos, no presente 
estudo. De acordo com trabalhos anteriores [14, 15], o comprimento de onda (λ) 
de 226 nm foi selecionado, dado que permite obter boa resposta por parte do 
DAD para os três compostos em estudo. A combinação de uma coluna 
convencional de fase reversa com uma fase móvel constituída por MeOH e água 
(58/42%) permitiu obter uma boa resposta do sistema HPLC-DAD para os três 
herbicidas, evidenciando resolução em tempo analítico adequado (< 15 min). A 
sensibilidade instrumental foi avaliada através dos limites de deteção (LOD) e 
quantificação (LOQ), com recurso a injeções de padrões de calibração diluídas 
até obtenção de uma razão sinal/ruído (S/N) de 3/1 e 10/1, respetivamente. Os 
valores encontrados para SMZ, ATZ e TBZ foram 4,3, 4,5 e 4,8 μg L-1 para 
LODs e, 14,3, 15,1 e 16,1 μg L-1 para LOQs, respetivamente. 
Subsequentemente, a calibração instrumental foi realizada com oito soluções 
padrão contendo concentrações compreendidas entre 25 e 1000 μg L-1. A partir 
dos resultados obtidos verificou-se excelente linearidade na gama de trabalho 
selecionado para os três herbicidas em estudo, com coeficientes de 
determinação (r2) superiores a 0,9964. Posteriormente, não se verificaram 
quaisquer efeitos de memória por injeção de padrões (1000 μg L-1) seguida da 
injeção do branco, tendo-se o sinal mantido abaixo dos LODs encontrados. A 
precisão instrumental foi igualmente avaliada através de injeções consecutivas 
do padrão de cada nível da reta de calibração, resultando num desvio padrão 
relativo (RSD) abaixo de 4,0%. 
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4.2.3. Otimização da metodologia BAµE(ACs)-LD 
 
À semelhança de outras metodologias analíticas, as condições 
experimentais afetam a respetiva eficiência devendo, por isso mesmo, de ser 
otimizadas. Neste sentido, os diversos parâmetros que podem afetar a eficiência 
do processo analítico BAµE(ACs)-LD, nomeadamente o tempo de equilíbrio, 
velocidade de agitação, características da matriz (pH, polaridade e força iónica), 
tipo de solvente e tempo para retroextração, foram estudados e otimizados 
sistematicamente 
 Numa primeira abordagem, iniciou-se a otimização com a avaliação das 
melhores condições para LD, que permitem a retroextração completa dos três 
herbicidas em estudo. Neste contexto, parâmetros como o tipo de solvente e o 
tempo de retroextração foram cuidadosamente estudados. O solvente para 
retroextração tem uma importância fundamental, uma vez a sua ação implicar a 
libertação dos analitos do adsorvente. Por outro lado, a retroextração dos 
analitos foi efetuada com o auxílio de tratamento ultrassónico, acelerando deste 
modo as quebras das interações que sustentam a adsorção dos analitos ao 
adsorvente. Solventes como MeOH, ACN e a mistura de ambos (1:1; Mix) foram 
selecionados para este estudo. Os resultados obtidos encontram-se 
reproduzidos na figura 4.2.a, tendo sido obtidos após extração em condições 
convenientes (extração: 16 h (1000 rpm); LD: 45 min). Por observação da figura, 
verifica-se que a capacidade de retroextração do ACN é claramente superior 
para todos os herbicidas nos três ACs estudados. Neste sentido, o ACN foi 
selecionado como solvente para retroextração nos ensaios subsequentes.  
 
 
Figura 4.2. Efeito do tipo de solvente (a) e tempo (b) de retroextração na recuperação das três 
triazinas por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD. 
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O tempo de retroextração é um fator igualmente importante para garantir 
que a transferência dos analitos do adsorvente para o solvente seja completa, 
evitando assim a ocorrência de efeitos de memória. No presente estudo, 
efetuaram-se ensaios de LD durante 30, 45 e 60 minutos com recurso ao 
tratamento ultrassónico, verificando-se que 45 minutos de retroextração eram 
suficientes para a dessorção completa dos analitos, conforme se encontra 
ilustrado na figura 4.2.b (extração: 16 h (1000 rpm); LD: ACN).  
Após LD, o passo de evaporação é igualmente essencial, não só para 
ganhos de sensibilidade, mas também para troca com um solvente mais 
adequado à instrumentação cromatográfica. De acordo com trabalhos prévios 
[15], não se verificaram perdas de analito durante o passo de evaporação. 
Posteriormente, não se verificou a ocorrência de efeitos de memória através de 
ensaios de dessorção em duplicado, uma vez o sinal ter ficado sempre abaixo 
dos LODs determinados. 
De acordo com a literatura [20, 21], a velocidade de agitação e o tempo 
de equilíbrio são parâmetros extremamente importantes para obter melhores 
condições de extração. Do ponto de vista teórico, quanto maior for a velocidade 
de agitação, maior será a rapidez para se alcançar o equilíbrio e de 
transferência de massa dos analitos da matriz aquosa para o adsorvente. No 
entanto, de acordo com alguns autores [22, 23], o aumento da velocidade de 
agitação além de poder originar alterações no tempo de equilíbrio, pode afetar 
igualmente a precisão dos resultados. Nesta fase foram estudados apenas dois 
níveis de velocidades de agitação (750 e 1000 rpm). Os resultados obtidos 
encontram-se ilustrados na figura 4.3.a (extração: 16 h; LD: 45 min (ACN)), nos 
quais se observam, com o aumento da velocidade de agitação, o carvão R 
apresentou apenas um ligeiro aumento na eficiência de extração para os três 
herbicidas. Para o caso do carvão N2, as recuperações de SMZ e ATZ 
aumentaram em cerca de 20% e, consequentemente, a velocidade de agitação 
de 1000 rpm foi selecionada para os ensaios posteriores. 
O tempo de equilíbrio determina a duração necessária para que cada 
analito seja quantitativamente transferido da amostra aquosa para o adsorvente, 
sendo um dos parâmetros mais importantes na otimização do método de BAµE, 
tendo sido estudados diversos tempos de equilíbrio (1, 2, 3 e 16 h). Por 
observação da figura 4.3.b (extração: 1000 rpm; LD: 45 min (ACN)), verifica-se 
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que a tendência de recuperação dos compostos aumenta até às 16 h de 
extração. No entanto, quando é utilizado o carvão R, a SMZ prove ser a 
exceção, no qual a recuperação atinge o máximo de eficiência ao fim de 3 h de 
extração. Contudo, uma vez a recuperação ser superior e sendo os ensaios de 
16 h de extração realizados durante a noite, justifica-se assim ser o tempo 
analítico necessário, tendo-se optado por fixar as 16 h como o tempo de 
extração necessária para alcançar o equilíbrio. 
Uma vez as experiências terem sido efetuadas ao nível dos traços, pode 
considerar-se que todos os analitos se encontram adsorvidos nos ACs, 
refletindo os resultados experimentais desta influência nos parâmetros avaliados 
durante o processo de dessorção. Os resultados obtidos devem-se 
provavelmente às diferentes estruturas de poro dos três ACs. O carvão R que 
contem o maior volume de ultramicroporos deve ser o que apresenta o processo 
de adsorção mais forte. Consequentemente, a recuperação destes analitos e 
todo o processo envolvido resulta em recuperações mais baixas. A geometria 
das moléculas (figura 4.1) também pode influenciar o processo de adsorção, 
uma vez as moléculas de maiores dimensões serem excluídas molecularmente, 
baixando assim a afinidade de adsorção. Estes fatores justificam os resultados 
obtidos para a recuperação dos três analitos com o carvão R; maior 
impedimento estereoquímico, maior a recuperação (SMZ < ATZ < TBZ), uma 
vez o processo de dessorção ser favorecido. 
 
 
Figura 4.3. Efeito da velocidade de agitação (a) e do tempo de equilíbrio (b) na recuperação das 
três triazinas por BAµE-LD/HPLC-DAD utilizando diferentes ACs. 
 
 
4. Determinação de triazinas por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD 
66 
 
Os principais parâmetros que afetam o processo de extração foram 
estudados no sentido de maximizar a eficiência de recuperação. Relativamente 
à otimização do solvente e tempo de dessorção, tempo de equilíbrio e 
velocidade de agitação, todos os ACs apresentaram o mesmo padrão para as 
três moléculas em estudo. No entanto, aquando do estudo do efeito do pH da 
matriz, força iónica e modificador orgânico, os três ACs apresentaram 
comportamentos diferentes, provavelmente devido às diferenças nas estruturas 
porosas e propriedades químicas superficiais dos ACs. 
Os resultados do efeito de pH na matriz encontram-se apresentados na 
figura 4.4. (extração: 16 h (1000 rpm); LD: 45 min (ACN)) e, conforme era de 
esperar, este é um parâmetro muito importante na eficiência de recuperação. 
Este comportamento pode ser relacionado com dois fatores, ou seja, a ionização 
do analito e a carga superficial do carvão, condicionadas pelo pH da matriz. 
Numa primeira aproximação, a mudança do pH afeta a dissociação das 
moléculas triazínicos. Para pH ≥ 3, os três analitos encontram-se no estado 
neutro e, para pH inferiores, as moléculas são protonadas. No anexo III 
encontram-se a especiação dos analitos em função de pH obtidos pelo 
programa SPARC [24, 25]. Por outro lado, a mudança de pH também afeta a 
química superficial do adsorvente devido à dissociação dos seus grupos 
funcionais. A superfície do carvão pode ser carregada positivamente ou 
negativamente dependendo da sua natureza. Assim, consoante o pH da matriz, 
a superfície do carvão e as espécies adsorvidas coexistem num sistema 
complexo, no qual cargas iguais ou opostas podem estar presentes. Dado que 
os três ACs em estudo apresentam valores de pHPZC distintos, seria de esperar 
que a influência do pH da matriz na química da superfície de cada carvão fosse 
claramente diferenciada. 
Cada AC foi estudado em diferentes valores de pH, no sentido de avaliar 
a interação adsorvente-adsorvato com cargas diferentes. A recuperação da TBZ 
não foi afetada em nenhum dos casos pela alteração do pH da matriz, o que 
pode ser justificado, como anteriormente, devido à menor energia de adsorção 
espetável para esta molécula. No caso da SMZ e ATZ, o desempenho do carvão 
R não depende do pH, estando provavelmente relacionado com as 
características porosas, que não favorecem o processo de dessorção. No 
entanto, para os outros dois ACs (N2 e NS) a recuperação aumenta com o 
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aumento do valor do pH da matriz. O aumento da recuperação sugere que a 
modificação progressiva da carga superficial do carvão para uma carga negativa 
diminui as forças de adsorção e, consequentemente, facilita a dessorção dos 
analitos. 
 
 
Figura 4.4. Efeito de pH na recuperação das três triazinas por BAµE-LD/HPLC-DAD utilizando 
diferentes ACs. 
 
A força iónica e a polaridade foram igualmente estudadas, com recurso à 
adição de NaCl (5, 10 e 15%, p/v) e MeOH (5, 10 e 15%, v/v) na matriz, 
respetivamente (extração: 16 h (1000 rpm; carvão R: pH 5; carvão NS e N2: pH 
10); LD: 45 min (ACN)). Iniciando-se com o estudo de força iónica, a adição de 
sal aumenta significativamente a recuperação de SMZ e ATZ quando o carvão R 
é utilizado, conforme se pode observar na figura 4.5.a. No entanto, para os 
carvões NS e N2, a adição de sal não afeta a eficiência. De acordo com a 
literatura [15, 26], o efeito de força iónica consiste em diminuir a solubilidade dos 
analitos, tornando-os mais hidrofóbicos, promovendo a maior retenção dos 
analitos para o adsorvente e, consequentemente, o aumento da eficiência de 
recuperação. No entanto, este efeito depende das características do analito em 
causa. Por outro lado, a adição progressiva em MeOH aumenta 
significativamente a recuperação de SMZ e ATZ nos carvões NS e N2, embora 
pouco afete o carvão R, como mostra a figura 4.5.b. Para o caso da TBZ, ambos 
os parâmetros (força iónica e a polaridade) não evidenciam quaisquer 
influências na respetiva recuperação. Em suma, as condições otimizadas são: 
extração: 16 h (1000 rpm; carvão R: pH 5 e 15% NaCl; carvão NS: pH 10 e 5% 
MeOH; carvão N2: pH 10 e 15% MeOH); LD: 45 min (ACN). 
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Figura 4.5. Efeito da adição de NaCl (a) e do MeOH (b) na recuperação das três triazinas por 
BAµE-LD/HPLC-DAD utilizando diferentes ACs. 
 
 
4.2.4. Validação do método BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD 
 
Após o estudo de otimização, iniciou-se a validação da metodologia 
proposta. Os resultados obtidos evidenciaram boa linearidade (1,0-12,0 µg L-1) 
com coeficientes de determinação muito aceitáveis (r2 > 0,9914). A precisão 
com recurso a ensaios (5 réplicas) no mesmo dia e em dias diferentes 
evidenciou RSD inferior a 15,0%. Deve notar-se que de acordo com a Diretiva 
98/83/EC [27], para a análise vestigial de compostos orgânicos, qualquer 
metodologia proposta deve ser considerada aceitável sempre que a precisão 
seja inferior a 25%. A sensibilidade do método foi igualmente verificada com 
recurso à determinação dos LODS e LOQs. Os valores obtidos, dependendo do 
carvão envolvido como adsorvente, ficaram compreendidos entre 91 e 107 ng L-
1 para LODs e, 0,30e 0,36 µg L-1para LOQs, respetivamente. De acordo com a 
literatura [28], os LODs alcançados para a metodologia proposta podem ser 
considerados aceitáveis para monitorizar herbicidas triazínicos em matrizes de 
água superficial, uma vez a soma total ser muito inferior a 3 µg L-1. Por outro 
lado, não foram observados efeitos de memória a partir de várias injeções em 
série. Os valores de recuperação, coeficientes de determinação, LODs e LOQs 
obtidos para os três herbicidas em matrizes de água ultra-pura por BAµE-
LD/HPLC-DAD, utilizando os diferentes tipos de carvão, encontram-se 
resumidos na tabela 4.2.   
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Tabela 4.2. Recuperação experimental, coeficientes de determinação (r2), LODs e LOQs obtidos 
para triazinas por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD em amostras de água ultra-pura, sob condições 
experimentais otimizadas. 
Triazinas ACs Recuperação
a 
(% ± RSD; n = 3) r
2 b LOD (ng L-1) 
LOQ 
(µg L-1) 
      
 R 100,9±6,0 0,9922 94 0,31 
SMZ NS 100,0±1,3 0,9959 91 0,30 
 N2 97,8±3,5 0,9918 107 0,36 
      
 R 101,3±4,3 0,9930 92 0,31 
ATZ NS 103,1±5,3 0,9929 91 0,30 
 N2 101,2±5,0 0,9952 92 0,31 
      
 R 102,7±6,1 0,9945 93 0,31 
TBZ NS 102,6±0,6 0,9948 91 0,30 
 N2 99,3±5,7 0,9914 94 0,31 
      
aEnsaios fortificados a 10,0 μg L-1  
bCinco níveis de concentrações de 1,0 a 12,0 μg L-1 
 
 
Para melhor demonstrar a potencialidade da metodologia proposta, 
compararam-se as recuperações obtidas com os descritos na literatura 
utilizando SBSE(PDMS) [13] e SBSE(PU) [15]. A partir dos dados obtidos, 
verificou-se que a recuperação de ATZ por SBSE(PDMS) foi cerca de 5% e no 
caso de SBSE(PU) foi cerca de 30% para SMZ e ATZ, enquanto para a 
metodologia proposta (BAµE(AC)) foi cerca de 100%. Estes resultados provam a 
excelente eficiência, seletividade e sensibilidade desta abordagem na 
monitorização de herbicidas triazínicos em matrizes aquosas. 
 
 
4.2.5. Aplicação em matrizes de água ambiental 
 
No sentido de avaliar a aplicabilidade da metodologia proposta, 
realizaram-se ensaios em matrizes reais, nomeadamente, amostras de águas 
superficiais e águas residuais, usando a metodologia otimizada com auxílio do 
método da adição de padrão (SAM) para evitar contaminações intrínsecas e 
eventuais efeitos de matriz. Numa primeira abordagem, a matriz foi fortificada 
com quatro padrões de trabalho para produzir os níveis de fortificação 
correspondente (3,0-12,0 µg L-1) para os três herbicidas em estudo. Ensaios em 
branco (“ponto zero") foram igualmente efetuados sem fortificação no sentido de 
assegurar o máximo controlo da metodologia analítica. Os resultados obtidos 
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com os ensaios realizados por SAM usando a metodologia proposta, 
apresentaram boa linearidade (r2 > 0,99). A figura 4.6 exemplifica os 
cromatogramas obtidos em amostras de água superficial e de água residual 
fortificadas (12,0 µg L-1), obtidos pela metodologia proposta sob condições 
experimentais otimizadas, onde pode ser observada notável seletividade e 
sensibilidade. A tabela 4.3 resume o nível de contaminação detetado (c0) para 
os três herbicidas em matrizes reais, assim como os parâmetros de regressão 
obtidos. Os resultados encontrados na amostra de água superficial parecem ser 
consistentes, uma vez os três herbicidas se encontravam abaixo dos LODs 
determinados para a presente metodologia e estão de acordo com trabalhos 
publicados por outros autores [29, 30]. Para a matriz de água residual, os dados 
obtidos por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD evidenciam a presença de SMZ com 
concentrações de cerca de 3,7 µg L-1, usando os três ACs (R, N2 e NS) 
estudados.  
 
 
Figura 4.6. Cromatogramas relativos a uma amostra de água superficial (a) e água residual (b) 
fortificada a 12,0 µg L-1 obtido por BAµE(R)-LD/HPLC-DAD, nas condições experimentais 
otimizadas. (1: SMZ; 2: ATZ; 3: TBZ)  
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Tabela 4.3. Concentrações (c0) de triazinas determinadas pelo SAM e coeficientes de 
determinação encontradas em amostra de água residual e água superficial por BAµE(ACs)-
LD/HPLC-DAD, sob condições experimentais otimizadas. 
Triazinas ACs Água residual c0 (µg L-1) 
r2 a Água superficial c0 (µg L-1) 
r2 a 
      
 R 3,6 ± 0,4 0,9930  0,9932 
SMZ NS 3,7 ± 0,4 0,9945 < LOD 0,9945 
 N2 3,7 ± 0,4 0,9915  0,9960 
      
 R  0,9900  0,9962 
ATZ NS < LOD 0,9963 < LOD 0,9936 
 N2  0,9924  0,9924 
      
 R  0,9955  0,9984 
TBZ NS < LOD 0,9959 < LOD 0,9971 
 N2  0,9940  0,9940 
      
aCinco níveis de concentrações 
 
 
4.3. Conclusões 
 
A metodologia proposta BAµE-LD/HPLC-DAD, usando três ACs 
comerciais (R, N2 e NS) como adsorventes, foi aplicada com sucesso na 
determinação de níveis vestigiais de três herbicidas triazínicos (SMZ, ATZ e 
TBZ) em amostras de água ambiental. A metodologia otimizada permitiu 
recuperações com cerca de 100% para os três analitos, alcançando LODs 
médios de 0,1 µg L-1, tendo apresentado boa precisão (RSD < 15%) e excelente 
linearidade com coeficientes de determinação superiores a 0,99. 
Os dados analíticos obtidos foram correlacionados com as propriedades 
texturais e superficiais dos ACs para compreender melhor o processo de 
enriquecimento. A influência do pH da matriz nas percentagens de recuperação 
foi discutida e correlacionada com o valor de pHPZC das amostras de carvão e 
com a especiação das moléculas em estudo. 
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5.1. Considerações gerais 
 
Desde o século XIX que se utilizam desinfetantes no tratamento de água 
potável, no sentido de reduzir a incidência de doenças relacionadas com o 
consumo de água, tendo sido dos avanços mais importantes em saúde pública 
[2]. O cloro, ozono, dióxido de cloro e cloroaminas são alguns dos desinfetantes 
mais usados para eliminar micro-organismos patogénicos. No entanto, o uso 
desses mesmos desinfetantes trouxe consequências, como a formação de sub-
produtos da desinfeção (DBPs), quando estes agentes químicos reagem com 
matéria orgânica natural, os quais podem também ser prejudiciais à saúde 
pública [3]. 
Aproximadamente, cerca de 600-700 DBPs têm sido indicados na 
literatura para os principais desinfetantes usados, assim como na combinação 
dos mesmos, no entanto, apenas uma pequena percentagem destes compostos 
está incluída nas diretivas europeias para o respetivo controlo [4-7]. Entres os 
DBPs não controlados, encontram-se os compostos carbonilos, como os 
aldeídos e cetonas de cadeia curta, os quais têm despertado o interesse da 
comunidade científica devido à sua presença ubíqua e ao seu potencial 
toxicológico. Em particular, o formaldeído e o acetaldeído estão relacionados 
com diversos efeitos adversos na saúde humana como o cancro e, até à data, 
apenas estes dois compostos, assim como o 2-hexenal, encontram-se 
classificados como DBPs prioritários pela agência de proteção ambiental norte-
americana (USEPA) [8-10]. Os compostos carbonilos são igualmente 
reconhecidos como poluentes orgânicos perigosos que ocorrem na atmosfera 
devido aos gases de exaustão provenientes de veículos motorizados, atividades 
industriais, queima da biomassa, entre outros [11, 12]. 
Existem diversos trabalhos publicados relativos à monitorização destes 
compostos em amostras gasosas com recurso a técnicas cromatográficas. No 
entanto, o interesse em analisar estes compostos como DBPs em amostras 
aquosas apenas se tem manifestado nos últimos anos [13]. A monitorização da 
formação de DBPs potencialmente tóxicos é uma tarefa difícil devido ao seu 
esquema de formação reacional complexa. Estes compostos são muito solúveis 
em meio aquoso devido à presença de grupos funcionais polares combinada 
com o pequeno tamanho molecular. Atualmente existem diversos métodos para 
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extração ou enriquecimento de compostos carbonilos, nomeadamente, LLE [14] 
e SPE [8]. Uma forma simples e fácil de baixar os potenciais interferentes que 
ocorrem em matrizes complexas consiste no recurso a derivatização, sendo 
trifluoreto de boro em butanol [15], 2,4-dinitrofenilhidrazina [9, 13], o-2,3,4,5-
pentafluorobenzil hidroxilamina [14, 16] e 2,3,4,5-pentafluorofenil hidrazina 
(PFPH) [8-10], os agentes derivatizantes mais utilizados para esta classe de 
compostos. A grande vantagem em se derivatizar estes compostos de baixa 
massa molecular para quantificação, é o facto dos aductos serem menos 
voláteis, menos hidrofílicos e o aumento da massa molecular promover uma 
maior sensibilidade e seletividade para a deteção vestigial. Mais recentemente, 
foram introduzidas as técnicas de extração sortiva (SPME e SBSE) como 
alternativas para analisar compostos carbonilos em matrizes de água. Porém, 
estes métodos foram apenas aplicados em compostos carbonilos de cadeia 
média e/ou longa, uma vez que se tratam de compostos mais apolares, ou seja, 
mais adequados para a fase de PDMS [10, 17]. 
Este capítulo descreve o desenvolvimento e aplicação do BAµE(PS-
DVB)-LD/HPLC-DAD na análise dos compostos carbonilos de cadeia curta, 
nomeadamente, formaldeído, acetaldeído, propanal, acetona, butanona e 2-
hexenal em meio aquoso. Conforme referido anteriormente, os compostos 
carbonilos requerem derivatização prévia para serem analisados por HPLC-
DAD. Neste sentido, um outro objetivo foi estudar agentes derivatizantes 
adequados a esta metodologia para aplicação in-situ. 
 
 
5.2. Resultados e discussão 
 
5.2.1. Ensaios de derivatização 
 
O presente trabalho iniciou-se com o estudo do processo de 
derivatização, uma vez este passo ser fundamental para o melhor desempenho 
analítico. O objetivo da derivatização consistiu em fornecer características de 
polaridade convenientes e simultaneamente cromóforas aos analitos em estudo 
por forma a proporcionar condições experimentais adequadas para a análise por 
HPLC-DAD. 
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Segundo a literatura [8-10], o derivatizante PFPH reage seletivamente 
com os compostos carbonilos, formando derivados de hidrazona, facilmente 
analisáveis por HPLC-DAD. O esquema reacional genérico dos compostos 
carbonilos com o PFPH encontra-se reproduzido na figura 5.1. Embora o PFPH 
seja geralmente utilizado para derivatizar compostos carbonilos com posterior 
análise por GC com deteção por captura eletrónica, optou-se por HPLC-DAD, 
uma vez os dados obtidos evidenciarem que os aductos formados são 
facilmente analisados por esta técnica. Os derivatizantes mais utilizados para 
determinação de carbonilos por HPLC são compostos derivados de nitrofenol, 
onde a sua toxicidade e propriedades explosivas são bem conhecidas [9, 13]. 
Por outro lado, o recurso a HPLC com derivatização por hidrazina é mais 
vantajoso que o GC uma vez a primeira não permitir a separação de eventuais 
isómeros formados (figura 1), tornando a quantificação mais simples.  
 
  
Figura 5.1. Esquema reacional genérico entre PFPH e aldeídos ou cetonas. 
 
A partir dos estudos espetrofotométricos preliminares verificou-se que o 
comprimento de onda de 252 nm permite a máxima resposta por parte do 
HPLC-DAD para os seis aductos obtidos. A figura 5.2 apresenta as estruturas 
químicas dos seis aductos em estudo.  
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Figura 5.2. Estruturas químicas dos seis aductos em estudo. 
 
Subsequentemente, o progresso da reação de derivatização dos analitos 
em estudo com PFPH foi estudado com recurso às áreas relativas dos sinais 
obtidos por HPLC-DAD em função do tempo da reação de derivatização. Os 
resultados obtidos encontram-se ilustrados na figura 5.3, onde é possível 
observar que após 6 horas de incubação a reação é completa para cinco dos 
analitos, enquanto para o formaldeído foi necessário 24 horas. Apesar do tempo 
prolongado necessário para derivatização, é de notar que não se verificou 
degradação dos aductos mesmo ao fim de 30 horas de derivatização. Por outro 
lado, é curioso que os diversos trabalhos encontrados na literatura [8, 9] 
excluírem o estudo do formaldeído, provavelmente devido ao facto de 
apresentar um tempo de reação muito extenso.  
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Figura 5.3. Área relativa em função do sinal obtido por HPLC-DAD (λ = 252 nm) para os seis 
aductos em função do tempo de derivatização. 
 
 
5.2.2. Otimização instrumental da HPLC-DAD 
 
O estudo relativo aos parâmetros instrumentais revelou que o sistema 
analítico utilizado é adequado para a análise dos compostos carbonilos de 
cadeia curta. As condições adotadas permitiram resolver os analitos sob estudo 
em tempo analítico adequado (< 28 minutos). A sensibilidade da instrumentação 
foi avaliada através dos LOD e LOQ. A tabela 5.1 resume os dados da 
calibração instrumental obtida por HPLC-DAD para os seis aductos nas 
condições instrumentais usadas. A precisão foi igualmente avaliada com recurso 
a estudos de repetibilidade, resultando num RSD abaixo de 3%, não se tendo 
verificado efeitos de memória em injeções repetidas (100 mg L-1), uma vez a 
linha de base se encontra abaixo dos LODs determinados. 
 
Tabela 5.1. Tempo de retenção (tR), coeficientes de determinação (r2), LODs e LOQs 
instrumentais obtidos por HPLC-DAD sob condições instrumentais otimizados. 
Aductos de 
compostos carbonilos 
tR 
(min) r
2 a LOD (µg L-1) 
LOQ 
(µg L-1) 
     
Formaldeído-PFPH 7,03 0,9996 14 47 
Acetaldeído-PFPH 8,44 0,9998 13 43 
Acetona-PFPH 9,66 0,9998 12 39 
Propanal-PFPH 15,0 1,0000 12 41 
Butanona-PFPH 16,1 0,9997 11 37 
2-Hexenal-PFPH 22,1 0,9995 21 68 
     
aGama de trabalho 0,1-40,0 mg L-1 (ensaios com 10 níveis de concentração) 
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5.2.3. Otimização da metodologia BAµE(PS-DVB)-LD 
 
Após o estabelecimento dos parâmetros instrumentais, prosseguiu-se 
com a otimização do processo de extração e retroextração. Diversos parâmetros 
experimentais que podem afetar a eficiência do método foram estudados 
individualmente. Neste contexto, vários ensaios foram realizados em triplicado 
para otimização dos parâmetros que afetam a eficiência. Durante a otimização 
utilizaram-se padrões previamente derivatizados no sentido de se poder 
demonstrar a interação direta entre os analitos e a fase extrativa. Por outro lado, 
a fase selecionada para o presente trabalho foi o PS-DVB, uma vez os 
resultados preliminares terem demonstrado melhores recuperações do que os 
ACs para esta classe de compostos. 
Numa primeira abordagem, iniciou-se a otimização das melhores 
condições para LD, que permitem uma retroextração completa dos compostos 
em estudo do sorvente. Neste contexto, parâmetros como o tipo de solvente, o 
tempo de retroextração e o passo de evaporação foram cuidadosamente 
estudados. O passo de evaporação foi estudado minuciosamente, uma vez os 
aductos continuarem a apresentar volatilidade mesmo após a derivatização e 
poder haver perdas consideráveis durante este passo. Estes ensaios 
consistiram em evaporar soluções contendo os seis aductos para três níveis de 
concentrações (1,0, 4,0 e 10,0 mg L-1) até à secura, seguida de reconstituição 
com MeOH, ou evaporação das soluções até 200 μL de extrato. Conforme se 
pode observar na figura 5.4.a, a perda de analitos pode atingir cerca de 50% 
com evaporação à secura com reconstituição e, apenas cerca de 17% sem 
reconstituição. Como a evaporação do solvente de dessorção até 200 μL de 
extrato, sem reconstituição, minimiza os efeitos de perda, este procedimento foi 
implementado para os restantes estudos.  
Após o estudo do efeito de evaporação estudou-se o efeito do solvente, 
tendo o MeOH e ACN sido selecionados para este estudo. Os resultados 
obtidos evidenciaram uma diferença pouco significativa, pelo que se elegeu o 
MeOH como solvente de dessorção por ser menos tóxico que ACN. 
Seguidamente, procedeu-se ao estudo do tempo de dessorção, tendo-se 
efetuado ensaios com 15, 30 e 45 min (extração: 1 h (1000 rpm); LD: MeOH). A 
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figura 5.4.b apresenta os resultados obtidos, onde se pode verificar que 30 min 
foram suficientes para uma dessorção completa. 
 
 
Figura 5.4. Efeito da evaporação (a) e tempo de dessorção na retroextração dos seis aductos 
por BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-DAD (b). (1: Formaldeído-PFPH; 2: Acetaldeído-PFPH; 3: 
Acetona-PFPH; 4: Propanal-PFPH; 5: Butanona-PFPH; 6: 2-Hexenal-PFPH). 
 
Após a otimização das melhores condições para LD, prosseguiu-se com o 
estudo dos parâmetros que afetam a BAµE, nomeadamente, a velocidade de 
agitação, tempo de equilíbrio, pH, força iónica e modificador orgânico.  
Neste sentido, iniciou-se o estudo da velocidade de agitação que está 
associado à transferência de massa dos analitos da matriz aquosa para a fase 
polimérica de PS-DVB durante o processo de equilíbrio, tendo sido estudados 
três níveis de velocidades de agitação, 750, 990 e 1250 rpm (extração: 1 h; LD: 
30 min (MeOH)). Os resultados obtidos encontram-se ilustrados na figura 5.5.a, 
onde é possível observar que quanto maior for a velocidade de agitação maior é 
a correspondente recuperação. Deste modo a velocidade de agitação de 1250 
rpm foi selecionado para os restantes estudos. Subsequentemente, o tempo de 
equilíbrio foi avaliado tendo sido realizados ensaios com 1, 2, 4 e 16 h de 
extração como ilustra a figura 5.5.b do gráfico (extração: 1250 rpm; LD: 30 min 
(MeOH)). A partir desta figura, verificou-se que 4 horas de equilíbrio permitem 
máximos de recuperação na gama estudada. Conforme também se observa, a 
redução da recuperação entre as 4 e 16 h deve-se provavelmente à competição 
na sorção dos analitos à parede interna dos frascos de amostragem (“wall-
effect”). Outra possível explicação poderá ser eventuais evaporações dos 
analitos no espaço de cabeça do frasco. 
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Figura 5.5. Efeito da velocidade de agitação (a), tempo de equilíbrio (b), adição de NaCl (c) e 
adição de MeOH (d) na recuperação dos seis aductos por BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-DAD (1: 
Formaldeído-PFPH; 2: Acetaldeído-PFPH; 3: Acetona-PFPH; 4: Propanal-PFPH; 5: Butanona-
PFPH; 6: 2-Hexenal-PFPH). 
 
De acordo com trabalhos anteriores [18, 19], as características da matriz 
aquosa, como o pH, a força iónica e a polaridade do meio, são parâmetros 
igualmente importantes e com efeitos significativos na eficiência da 
recuperação. Segundo a literatura [20, 21], o pH da matriz da amostra pode ter 
uma influência considerável na eficiência da extração, principalmente para 
compostos ionizáveis. Para maximizar a eficiência da extração dos analitos ou a 
afinidade dos mesmos para a fase polimérica da barra de extração, devem 
manter-se os analitos na sua forma não ionizada ou neutra, uma vez a afinidade 
dos compostos ionizados nas matrizes aquosas tender a ser superior ao da fase 
polimérica. Neste contexto, o efeito do pH da matriz foi estudado com recurso a 
simulação computacional dos pKas dos compostos em estudo através do 
programa “SPARC” [22, 23]. Dos resultados obtidos, verificou-se que para pH 
superior a 5, os seis aductos encontram-se na sua forma não ionizada. No 
anexo IV encontra-se os respetivos resultados obtidos da simulação efetuada. 
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Deste modo, o valor do pH foi fixado em 7 no sentido de garantir a forma não 
ionizada de todos os aductos. 
A força iónica e a polaridade do meio foram também estudadas através 
da adição de NaCl e MeOH à matriz aquosa, respetivamente. O efeito da força 
iónica na recuperação dos analitos foi estudado por adição de 5, 10 e 15% (p/v) 
de NaCl à matriz aquosa (extração: 4 h (1250 rpm, pH 7); LD: 30 min (MeOH)). 
Os resultados obtidos estão graficamente representados na figura 5.5.c, onde se 
pode observar, que a adição de 10% de NaCl à matriz produz um aumento na 
recuperação de três aductos de aldeídos para cerca de 80%, decrescendo 
ligeiramente para os aductos de acetona e 2-hexenal. Deve salientar-se que 
como a utilização de 15% de NaCl reduz consideravelmente a recuperação de 
quatro dos analitos, optou-se pela utilização somente de 10%, como melhor 
compromisso para uma extração mais eficiente. 
O fenómeno da adsorção dos analitos à parede de vidro dos frascos de 
amostragem (“wall-effect”) é muito comum em técnicas baseadas em sorção 
[24]. Como seria de esperar, sempre que este fenómeno ocorre, a eficiência de 
extração é diminuída. Para contornar este problema ou minimizar o respetivo 
efeito é comum adicionar-se MeOH como modificador orgânico da matriz 
aquosa. Por outro lado, o modificador orgânico adicionado deve ser moderado, 
uma vez poder alterar significativamente a polaridade da matriz. Neste sentido, 
foram realizados ensaios contendo 5, 10 e 15% de MeOH (v/v) em amostras de 
água fortificada (extração: 4 h (1250 rpm, pH 7); LD: 30 min (MeOH)). Na figura 
5.5.d, encontra-se a representação gráfica dos resultados obtidos, no qual a 
adição progressiva de MeOH provoca um decréscimo significativo na 
recuperação dos compostos em estudo. Estes resultados demonstram que a 
adição de MeOH aumenta a solubilidade dos aductos na matriz aquosa, 
reduzindo assim a respetiva apetência para o sorvente. Em resumo, as 
condições otimizadas são: extração: 4 h (1250 rpm, pH 7 e 10% NaCl); LD: 30 
min (MeOH). 
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5.2.4. Validação do método BAµE(PS-DVB)PFPH in-situ-LD/HPLC-DAD 
 
Após a otimização da metodologia desenvolvida, procedeu-se aos 
estudos da derivatização in-situ, seguida da validação do método para estudo 
dos limiares analíticos, gama de trabalho, linearidade e precisão associadas.  
A tabela 5.2 resume a eficiência obtida, a gama dinâmica de linearidade e 
respetivos coeficientes de determinação, LODs e LOQs obtidos para os seis 
analitos estudados em água ultra-pura pela presente metodologia, sob 
condições experimentais otimizadas. A razão pelo qual as recuperações obtidas 
para acetona e butanona serem apenas cerca de 50% deve-se provavelmente à 
baixa afinidade com a fase PS-DVB, uma vez a conformação molecular das 
cetonas ser diferente dos aldeídos. 
A precisão da presente metodologia, com recurso a ensaios (5 
repetições) no mesmo dia e em dias diferentes, evidenciou RSD com variações 
abaixo de 13%. 
 
Tabela 5.2. Recuperação experimental, coeficientes de determinação, LODs e LOQs obtidos 
para os seis aductos por BAµE(PS-DVB)PFPH in-situ-LD/HPLC-DAD em amostras de água ultra-
pura, sob condições experimentais otimizadas. 
Aductos de 
compostos carbonilos 
Recuperação 
experimental 
(%±RSD) 
r2, a 
LOD 
(ng L-1) 
LOQ 
(ng L-1) 
     
Formaldeído-PFPH 81,1±4,2 0,9953 47 158 
Acetaldeído-PFPH 81,3±2,7 0,9911 51 170 
Acetona-PFPH 47,4±3,8 0,9958 98 328 
Propanal-PFPH 85,2±3,8 0,9958 90 300 
Butanona-PFPH 52,8±3,8 0,9927 89 297 
2-Hexenal-PFPH 74,8±6,1 0,9907 132 441 
     
aGama de trabalho 1,0-80,0 µg L-1 (ensaios com 5 níveis de concentração). 
 
 
5.2.5. Comparação entre BAµE(PS-DVB) e SBSE(PDMS) 
 
Para demonstrar as vantagens da metodologia analítica proposta, 
comparou-se a técnica BAµE(PS-DVB) com SBSE(PDMS) nas mesmas 
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condições experimentais. A figura 5.6 ilustra os resultados obtidos onde se pode 
verificar que a eficiência de recuperação da metodologia proposta é cerca de 
oito vezes superior para os aductos de aldeídos e 5 vezes para aductos de 
cetonas. Os resultados obtidos pela SBSE(PDMS) aparentam consistência 
relativamente à previsão teórica, onde o analito mais apolar, i.e., 2-hexenal, foi o 
composto que conseguiu melhor resposta. 
 
Figura 5.6. Comparação da eficiência na recuperação dos seis aductos entre BAµE(PS-DVB)-
LD/HPLC-DAD e SBSE(PDMS)-LD/HPLC-DAD (1: Formaldeído-PFPH; 2: Acetaldeído-PFPH; 3: 
Acetona-PFPH; 4: Propanal-PFPH; 5: Butanona-PFPH; 6: 2-Hexenal-PFPH). 
 
 
5.2.6. Aplicação em matrizes reais 
 
Para demonstrar a capacidade analítica da metodologia desenvolvida, 
realizaram-se diversos ensaios em matrizes reais. Neste sentido, três amostras 
de águas para consumo humano com diferentes tratamentos de desinfeção 
foram estudados. Os tratamentos de desinfeção das águas estudadas foram 
efetuados com cloro, ozono e pré-tratamento com ozono seguido de cloro. 
A partir dos resultados obtidos, verificou-se a presença dos analitos em 
quase todas as amostras estudadas. A figura 5.7 exemplifica cromatogramas 
obtidos para uma amostra em água ultra-pura (a) fortificada com 80,0 µg L-1 e 
amostras de águas tratadas com cloro (b), ozono (c) e pré-tratada com ozono 
seguida de cloro (d) sem fortificação pelo método proposto nas condições 
otimizadas. Os resultados obtidos aparentam consistência, uma vez a amostra 
de água tratada com ozono apresenta maior nível de contaminação deste tipo 
de compostos do que as outras duas amostras estudadas. A tabela 5.3 resume 
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os níveis de contaminação detetados em amostras reais obtidos pelo método 
BAµE(PS-DVB)PFPH in-situ-LD/HPLC-DAD com recurso ao SAM, nas condições 
experimentais otimizadas. Os níveis detetados também estão em boa 
concordância com os estudos apresentados por outros autores. Segundo a 
literatura [3, 4, 25], o nível de contaminação dos compostos carbonilos em água 
para consumo humano encontra-se compreendido entre 0,6 a 260 µg L-1 e 
depende de diversos fatores, nomeadamente, da fonte de captação da água, 
dosagem do desinfetante utilizada, materiais da tubagem para o transporte, do 
tempo o qual é armazenado, entre outros [7, 25, 26]. 
 
Figura 5.7. Cromatogramas relativos a amostras de água ultra-pura fortificada com 80,0 µg L-1 
(a), água para consumo humano tratada com cloro (b), com ozono (c) e com ozono seguida de 
cloro (d) obtidos pelo método desenvolvido (BAµE(PS-DVB)PFPH in-situ-LD/HPLC-DAD) nas 
condições experimentais otimizadas (1: formaldeído-PFPH; 2: acetaldeído-PFPH; 3: acetona-
PFPH; 4: propanal-PFPH; 5: butanona-PFPH; 6: 2-hexenal-PFPH). 
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Tabela 5.3. Níveis de contaminação obtidos por SAM (c0) para os seis analitos em amostras 
reais pelo método desenvolvido sob condições experimentais otimizadas. 
Aductos de 
compostos carbonilos 
 
c0 (µg L-1) 
Cloro Ozono 
Ozono e 
Cloro  
     
Formaldeído-PFPH  53,5±6,4 116,4 ± 3,1 78,0 ± 10,5 
Acetaldeído-PFPH  5,8±0,6 76,2 ± 5,6 5,2 ± 0,9 
Acetona-PFPH  3,9±0,6 173,2 ± 10,3 58,7 ± 5,4 
Propanal-PFPH  < LOD 32,8 ± 3,8 3,8 ± 0,6 
Butanona-PFPH  < LOD 178,6 ± 9,6 110,9 ± 8,0 
2-Hexenal-PFPH  < LOD < LOD 4,0 ± 1,1 
     
 
 
5.3. Conclusões 
 
No presente capítulo, propõe-se uma nova metodologia para 
determinação de compostos carbonilos de cadeia curta em matrizes de água 
para consumo humano, combinando o método de microextração adsortiva em 
barra com derivatização in-situ, usando 2,3,4,5-pentafluorofenilhidrazina 
(PFPH), seguida de dessorção líquida e análise por cromatografia líquida de alta 
eficiência com deteção por rede de díodos (BAµE(PS-DVB)PFPH in-situ-LD/HPLC-
DAD). O agente derivatizante PFPH demonstrou boa especificidade para os 
aldeídos e cetonas de cadeia curta em meio aquoso, permitindo formação de 
aductos com elevada sensibilidade para níveis vestigiais, e boa recuperação dos 
aductos usando PS-DVB como fase extrativa.  
A aplicação da presente metodologia para monitorizar compostos 
carbonilos de cadeia curta em amostras de água para consumo humano, 
sujeitado a diferentes tratamentos de desinfeção, provou ser um método 
alternativo eficiente na análise vestigial desta classe de DBPs. 
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6.1. Considerações gerais 
 
Os compostos fenólicos, como os nitrofenóis, difenóis e alquilfenóis, são 
classificados como potenciais EDCs, sendo frequentemente detetados em 
águas fluviais. Estes compostos são bastante utilizados como intermediários em 
processos industriais e, entrar no ambiente, na sua forma original ou como em 
produtos de degradação através dos resíduos ou descargas industriais [1]. Os 
nitrofenóis são utilizados no fabrico de explosivos, fármacos e pesticidas, 
enquanto os difenóis são utilizados na produção de policarbonatos e resinas 
epóxidas [2, 3]. Por outro lado, os alquilfenóis são produtos de degradação de 
surfactantes não iónicos, como o alquilfenol polietoxilado, que é igualmente 
muito utilizado como intermediário em processos industriais [4]. Devido aos 
efeitos nefastos que evidenciam na saúde pública e à sua frequente deteção no 
meio ambiente, estes compostos integram a lista dos poluentes prioritários 
indicados pela USEPA e a agência europeia do ambiente (EEA) [1, 5]. O 
bisfenol-A (BPA), em particular, é um dos compostos mais produzidos a nível 
mundial, especialmente, na Alemanha, Holanda, USA e Japão. Estima-se que a 
sua produção atingiu mil milhões de toneladas em 2010 [6]. A maior 
preocupação no controlo de BPA deve-se à sua utilização no fabrico de 
materiais que têm contacto direto com alimentos, como garrafas de água, latas 
de conservas, caixas para guardar comida, entre muitas outras aplicações, 
sendo estas as principais fontes de exposição para o ser humano [7, 8].  
Genericamente, esta classe de compostos é determinada por SPE 
seguida de GC-MS, após derivatização [3, 9]. Mais recentemente, a SBSE com 
derivatização in-situ seguida de análise por GC-MS, foi igualmente proposta 
para análise deste tipo de compostos fenólicos [4, 10-14]. 
No presente estudo selecionaram-se, como modelo, cinco compostos 
fenólicos, nomeadamente, 3-nitrofenol (3NOP), 4-nitrofenol (4NOP), BPA, 4-
octilfenol (OP) e 4-nonilfenol (NP), no sentido de avaliar a eficiência da BAµE 
relativamente a esta classe de compostos, usando ACs e PS-DVB como fases 
sortivas seguida de análise por HPLC-DAD sem derivatização. As estruturas 
químicas dos compostos selecionados encontram-se representadas na figura 
6.1. 
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Figura 6.1. Estruturas químicas dos compostos fenólicos selecionados para o presente estudo. 
 
 
6.2. Resultados e discussão 
 
6.2.1. Otimização instrumental da HPLC-DAD 
 
A presente aplicação iniciou-se com a determinação das melhores 
condições instrumentais para a análise dos cinco compostos fenólicos. Os 
ensaios efetuados permitiram alcançar uma boa resposta do sistema de HPLC-
DAD para os cinco analitos, tendo a separação ocorrido em tempo analítico 
adequado (20 min). 
Para avaliar a precisão instrumental, uma solução padrão mistura 
contendo os cinco compostos fenólicos (4,0 mg L-1) foi analisada por HPLC-
DAD, tendo sido obtidos valores de RSD abaixo de 5,0%. Os LODs e LOQs 
instrumentais foram determinados com recurso a sucessivas diluições de 
soluções padrão mistura, até se obter uma razão S/N de 3/1 e 10/1, 
respetivamente. Por fim, estabeleceu-se a linearidade instrumental usando 
soluções padrão com seis níveis de concentração compreendidos entre 0,05 e 
4,0 mg L-1, analisados em triplicado. Os resultados obtidos evidenciaram 
excelente linearidade para todos os analitos na gama de trabalho estudada, 
apresentando valores de coeficientes de determinação superiores a 0,9944. A 
tabela 6.1 resume os dados relativos à calibração instrumental obtidos por 
HPLC-DAD para os cinco compostos nas condições experimentais utilizadas. 
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Tabela 6.1. Tempos de retenção (tR), coeficientes de determinação (r2), LODs e LOQs 
instrumentais obtidos por HPLC-DAD sob condições instrumentais otimizadas para os cinco 
fenóis em estudo. 
Compostos fenólicos tR (min) r2 a LOD (µg L-1) LOQ (µg L-1) 
     
4NOP 4,2 0,9994 25 83 
3NOP 5,0 0,9945 13 43 
BPA 8,8 0,9944 13 43 
OP 16,0 0,0092 25 83 
NP 19,2 0,9975 25 83 
     
aGama de trabalho 0,05-4,0 mg L-1 (ensaios com 6 níveis de concentração). 
 
 
6.2.2. Seleção do sorvente 
 
Antes de se proceder à otimização do método BAµE, realizaram-se 
ensaios prévios com AC(R) e PS-DVB, no sentido de encontrar o sorvente mais 
adequado para os compostos em estudo. A figura 6.2 apresenta os resultados 
obtidos, onde é possível observar que o PS-DVB demonstra claramente maior 
seletividade para todos os analitos em estudo. Consequentemente, esta fase foi 
escolhida como sorvente para realização do presente trabalho. 
 
 
Figura 6.2. Comparação das recuperações obtidas usando AC(R) e PS-DVB como fases 
extrativas em BAµE-LD/HPLC-DAD na análise de cinco compostos fenólicos em condições 
experimentais convenientes (extração: 16 h (1000 rpm); LD: 45 min (ACN)). 
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6.2.3. Otimização da metodologia BAµE(PS-DVB)-LD 
 
Após o estabelecimento dos parâmetros instrumentais e do sorvente mais 
adequado, prosseguiu-se com a otimização do processo de extração e LD. Os 
parâmetros tidos em conta na otimização do passo da LD foram o efeito de 
evaporação, tipo de solvente e o tempo necessário para retroextração.  
Apesar dos analitos em estudos não serem considerados voláteis, 
realizou-se o estudo do efeito de evaporação usando soluções mistura dos 
analitos contendo três níveis de concentração (0,5, 2,0 e 4,0 mg L-1). Da análise 
posterior por HPLC-DAD, verificou-se a ausência de perdas dos analitos em 
estudo para os três níveis de concentração estudados, demonstrando assim, 
este não ser um passo limitativo. 
Posteriormente, efetuou-se o estudo do efeito de solvente adequado à 
retroextração (extração: 16 h (1000 rpm); LD: 45 min), tendo-se testado três 
tipos de solventes, nomeadamente, MeOH, ACN e mistura de MeOH/ACN (1:1, 
Mix). Como é possível verificar pela figura 6.3.a o solvente que apresentou a 
maior eficiência foi o ACN, embora muito ligeiramente. Relativamente ao tempo 
de retroextração, estudou-se a dessorção ao fim de 30, 45 e 60 minutos sob 
tratamento ultrassónico (extração: 16 h (1000 rpm; LD: ACN). Por observação 
da figura 6.3.b, verifica-se que para dois alquilfenóis (OP e NP) ocorre um 
aumento de cerca de 10% quando o tempo de LD passa de 30 para 45 min. 
Para os nitrofenóis e BPA, a eficiência da dessorção não varia ao longo dos 
períodos estudados. Consequentemente, o tempo escolhido para prosseguir os 
estudos foi de 45 min. Posteriormente, a partir da análise por HPLC-DAD de 
uma segunda retroextração, não se observaram efeitos de memória (< LODs). 
Para averiguar o efeito da velocidade de agitação na presente 
metodologia, testaram-se as velocidades de 750, 1000 e 1250 rpm (extração: 16 
h; LD: 45 min (ACN)). Analisando a figura 6.4.a, verificou-se que à exceção do 
BPA, para o qual a velocidade de agitação não influencia a sua recuperação, os 
restantes quatro analitos apresentam melhorias na recuperação à velocidade de 
1250 rpm. Com base nestes resultados, escolheu-se as 1250 rpm como 
velocidade de agitação a usar nos ensaios posteriores. 
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Figura 6.3. Efeito do solvente (a) e do tempo (b) de retroextração na recuperação dos cinco 
compostos fenólicos por BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-DAD. 
 
O tempo de equilíbrio, bem como a velocidade de agitação estão 
diretamente relacionados com o coeficiente de difusão dos compostos. Os 
resultados obtidos apresentam-se na figura 6.4.b (extração: 1250 rpm; LD: 45 
min (ACN)), onde é possível verificar que a recuperação dos analitos em estudo 
é superior ao fim de 16 h, tendo sido este o tempo de equilíbrio utilizado nos 
ensaios seguintes. Embora, o tempo de equilíbrio seja longo, os ensaios foram 
efetuados durante a noite. 
 
 
Figura 6.4. Efeito da velocidade de agitação (a) e do tempo de equilíbrio (b) na recuperação dos 
cinco compostos fenólicos por BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-DAD. 
 
O controlo do valor de pH da matriz da amostra é de extrema importância 
na análise de compostos ionizáveis. Neste sentido, foram testados valores de 
pH 2, 5, 8 e 10, encontrando-se os resultados obtidos na figura 6.5 (extração: 16 
h (1250 rpm); LD: 45 min (ACN)). Conforme se pode verificar, o valor de pH 5 é 
o que apresenta melhores recuperações para os cinco fenóis. Para outros 
valores de pH estudados, observam-se uma diminuição na recuperação, como é 
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o caso dos nitrofenóis para valores mais básicos. A partir dos resultados obtidos 
pela especiação recorrendo ao programa SPARC (anexo III), verificou-se que 
para pH superior a 5, ambos os nitrofenóis iniciam a ionização e para valores de 
pH acima de 8 encontram-se praticamente 100% na sua forma ionizada. No 
caso do BPA, OP e NP, estes compostos iniciam a ionização a partir do pH 8 e 
acima de 10 encontram-se cerca de 50% na forma ionizada. Deste modo, o 
valor do pH foi fixado em 5 no sentido de garantir a forma não ionizada de todos 
os analitos. 
 
Figura 6.5. Efeito de pH na recuperação dos cinco compostos fenólicos por BAµE(PS-DVB)-
LD/HPLC-DAD. 
 
O efeito da força iónica e da polaridade foram igualmente estudados com 
recurso a adição de 5, 10 e 15% de NaCl (p/v) e MeOH (v/v) à matriz, 
respetivamente (extração: 16 h (1250 rpm, pH 5); LD: 45 min (ACN)). A figura 
6.6.a mostra os resultados do estudo da força iónica onde a adição de 5% de 
NaCl demonstra um aumento ligeiro na recuperação. No entanto, para valores 
superiores a recuperação dos analitos diminui e, consequentemente, a adição 
de 5% de NaCl foi adotado. Na figura 6.6.b encontram-se os resultados relativos 
à recuperação em função do modificador orgânico, onde se verifica que o 
aumento gradual de MeOH à matriz produz uma redução acentuada da 
eficiência. Estes resultados demonstram que a adição de MeOH aumenta a 
afinidade dos analitos para a matriz, dificultando assim a sua transferência para 
o sorvente. Por conseguinte, a adição do modificador orgânico nos estudos 
seguintes foi preterido. Em suma, as condições otimizadas são: extração: 16 h 
(1250 rpm, pH 5 e 5% NaCl); LD: 45 min (ACN). 
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Figura 6.6. Efeito da adição de NaCl (a) e do MeOH (b) na recuperação dos cinco compostos 
fenólicos por BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-DAD. 
   
 
6.2.4. Validação do método BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-DAD 
 
Após a otimização, prosseguiu-se com a validação da metodologia 
proposta, determinando os limiares analíticos, gama de trabalho, linearidade e 
precisão associadas. A sensibilidade do atual método para os cinco analitos foi 
verificada através de LODs e LOQs e determinadas atendendo à S/N de 3/1 e 
10/1, respetivamente. A linearidade da gama de trabalho foi igualmente avaliada 
no intervalo de concentrações compreendidas entre 1,0 e 25,0 µg L-1 
(envolvendo sete níveis de concentrações). Os LODs, LOQs e coeficientes de 
determinação das curvas de regressão linear no intervalo de concentrações 
estudado encontram-se resumidos na tabela 6.2. A precisão do método foi 
igualmente avaliada tendo-se obtido RSD inferiores a 15%. 
 
Tabela 6.2. Recuperação experimental, coeficientes de determinação, LODs e LOQs obtidos 
para os cinco compostos fenólicos por BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-DAD em amostras de água 
ultra-pura, sob condições experimentais otimizadas. 
Compostos 
fenólicos 
Recuperação experimental 
(%±RSD) r
2, a LOD (µg L-1) 
LOQ 
(µg L-1) 
4NOP 102,2 ± 5,2 0,9995 0,25 0,83 
3NOP 88,0 ± 5,7 0,9954 0,25 0,83 
BPA 96,7 ± 5,3 0,9904 0,25 0,83 
OP 99,8 ± 4,0 0,9946 0,25 0,83 
NP 96,2 ± 4,5 0,9940 0,25 0,83 
aGama de trabalho 1,0-25,0 µg L-1 (ensaios com 7 níveis de concentração). 
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6.2.5. Comparação entre BAµE(PS-DVB) e SBSE(PDMS) 
 
Para demonstrar as vantagens da metodologia analítica proposta, 
comparou-se a mesma com a técnica de SBSE(PDMS) nas mesmas condições 
experimentais. A figura 6.7 ilustra os resultados obtidos onde é possível verificar 
que a eficiência de recuperação da metodologia proposta é claramente superior 
ao SBSE(PDMS) para os dois nitrofenóis e BPA, com valores acima de 88%, 
não tendo a técnica de SBSE(PDMS) conseguido recuperar estes compostos. 
No entanto, para os dois alquilfenóis, a SBSE(PDMS) demonstrou praticamente 
a mesma eficiência que a BAµE(PS-DVB).  Estes resultados aparentam 
consistência relativamente à previsão teórica, uma vez o OP e o NP são os dois 
analitos mais apolares com log KO/W de 5,50 e 5,99, respetivamente. 
 
Figura 6.7. Comparação da recuperação dos cinco compostos fenólicos por BAµE(PS-DVB) e 
SBSE(PDMS) com análise posterior por LD/HPLC-DAD nas mesmas condições experimentais. 
 
 
6.2.6. Aplicação em matrizes reais 
 
No sentido de demonstrar a aplicação prática da presente metodologia a 
matrizes reais, incluindo água engarrafada, água de torneira e água superficial, 
foram realizados ensaios em condições experimentais otimizadas. Para 
determinar a concentração dos compostos fenólicos em estudo nas amostras 
estudadas, recorreu-se ao SAM, por forma a controlar os efeitos de matriz, bem 
como eventuais contaminações intrínsecas. Recorrendo ao método 
desenvolvido, quatro níveis de fortificação (5-20 µg L-1) foram aplicados às 
6. Determinação de fenóis por BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-DAD 
 
105 
 
diferentes matrizes, realizando-se igualmente ensaios em branco, ou seja, sem 
fortificação da amostra.  
A partir dos resultados obtidos, não foi possível detetar a presença destes 
contaminantes em nenhuma das amostras estudadas, encontrando-se o sinal 
sempre abaixo de LODs obtidos. Para o caso da amostra de água engarrafada e 
água de torneira, os resultados seriam de esperar, uma vez segundo a literatura 
[7, 12], os compostos fenólicos estudados, em particular o BPA, se encontram 
geralmente em baixos níveis ng L-1 e portanto, a presente metodologia requer 
instrumentação mais sensível como GC-MS ou LC-MS. Deve salientar-se que 
este estudo era objeto de combinação entre BAµE e LC-MS, embora tal não 
tivesse sido possível. No entanto, para o caso das amostras de água superficial, 
as concentrações destes contaminantes podem variar de ng L-1 a µg L-1 [12] 
pelo que a metodologia é adequada. A figura 6.8 exemplifica um cromatograma 
obtido para o ensaio da amostra de água superficial fortificada com 20,0 µg L-1, 
usando o método desenvolvido em condições otimizadas. 
 
Figura 6.8. Cromatograma relativo a uma amostra de água superficial fortificada (20,0 µg L-1) 
obtido por BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-DAD, nas condições experimentais otimizadas. 
 
Refira-se que a aplicação do SAM permitiu obter excelente linearidade (r2 
> 0,9907) na gama de trabalho estudada, demonstrando ausência de efeitos de 
matriz (tabela 6.3) nos ensaios que envolveram as diferentes amostras reais. 
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Tabela 6.3. Parâmetros de regressão das amostras reais obtidos por BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-
DAD com recurso ao SAM nas condições experimentais otimizadas. 
  Amostras  
Compostos Água de torneira Água engarrafada Água superficial 
 r2 r2 r2 
    
4NOP 0,9959 0,9946 0,9920 
3NOP 0,9929 0,9907 0,9923 
BPA 0,9924 0,9939 0,9956 
OP 0,9955 0,9947 0,9943 
NP 0,9932 0,9910 0,9919 
    
 
 
6.3. Conclusões 
 
No presente capítulo aplicou-se o método proposto para determinação de 
cinco compostos fenólicos, nomeadamente, 4NOP, 3NOP, BPA, OP e NP em 
amostras de águas para consumo e ambientais por BAµE(PS-DVB)-LD/HPLC-
DAD. Dos dois sorventes testados, o PS-DVB demonstrou maior seletividade 
para microextração dos compostos fenólicos modelo em estudo.  
A otimização dos parâmetros instrumentais (HPLC-DAD) demonstrou que 
o sistema analítico utilizado é apropriado para a análise dos compostos 
fenólicos em estudo.  
Pela metodologia proposta obtiveram-se recuperações superiores a 88%, 
LODs na ordem de 0,25 µg L-1, tendo a gama de trabalho estudada (1,0-25,0 µg 
L-1) demonstrando excelente linearidade para os compostos alvos, com 
coeficientes de determinação superiores a 0,99 e razoável precisão (RSD < 
15%). A aplicabilidade da presente metodologia foi bem sucedida em matrizes 
reais, nomeadamente em amostras de água de torneira, água engarrafada e 
água superficial. Embora os resultados encontrados sejam promissores, a 
combinação da BAµE(PS-DVB) com uma técnica hifenada é recomendada no 
sentido do incremento da seletividade e sensibilidade. 
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7.1. Considerações gerais 
 
O aumento do consumo de fármacos associado à sua ocorrência no meio 
ambiente tem sido alvo de uma preocupação crescente, por parte das 
comunidades cientificas bem como das agências de proteção ambiental, nas 
últimas duas décadas [2-5]. Neste contexto, o número de estudos que foca a 
determinação e remoção desses contaminantes tem aumentado 
significativamente. Embora esses poluentes ainda não sejam considerados na 
legislação que regulamenta a qualidade da água, poderão vir a ser incluídos no 
futuro, dependendo dos resultados respeitantes à ocorrência, toxicidade e 
potencial perigo para ambiente e saúde pública [6, 7]. Os compostos 
farmacêuticos são introduzidos continuamente, na sua forma original ou em 
metabolitos nas águas residuais, principalmente de forma indireta através de 
excreções e eliminação de fármacos fora do prazo, ou diretamente pelas 
descargas da indústria farmacêutica [8, 9]. Muitos dos compostos farmacêuticos 
encontrados são medicamentos sem prescrição médica, como é o caso dos 
medicamentos anti-inflamatórios acídicos não esteroides, como por exemplo a 
aspirina, o ibuprofeno e o diclofenac [10, 11]. Os compostos farmacêuticos são 
encontrados no ambiente ao nível vestigial, pelo que, técnicas de 
enriquecimento adequadas são necessárias para isolar e concentrar os analitos 
alvos previamente à análise por técnicas cromatográficas ou hifenadas. No 
entanto, devido às propriedades e estruturas químicas distintas que evidenciam, 
tem sido um enorme desafio encontrar um método multirresíduo adequado. 
Os métodos de enriquecimento recorrendo a SPE [12, 13], SPME [14, 15] 
e SBSE [11, 16], têm sido propostos para monitorizar diversas classes de 
poluentes prioritários, embora estas metodologias apresentem baixa eficiência 
para recuperar compostos polares ao nível de traços.  
O presente capítulo apresenta o estudo da aplicação de ACs preparados 
a partir da cortiça como fase de enriquecimento para BAµE, uma vez estes 
materiais apresentarem propriedades texturais e químicas superficiais 
comparáveis às dos ACs comerciais [17, 18]. Por outro lado, estes materiais já 
provaram ser adsorventes adequados para eliminação de poluentes em meio 
aquoso [17-20] ou em fase gasosa [21, 22]. Para avaliar o comportamento 
destes materiais como fases para enriquecimento, o ibuprofeno (IBU), um 
7. Aplicação de ACs preparados a partir da cortiça como fase adsortiva para BAµE 
112 
 
medicamento anti-inflamatório muito utilizado e, o ácido clofíbrico (CLOF), o 
metabolito ativo de clofibrato (regulador de lípido), foram selecionados como 
compostos modelo, uma vez serem frequentemente detetados em águas 
ambientais. 
 
 
7.2. Resultados e discussão 
 
7.2.1. Caracterização dos ACs preparados a partir da cortiça 
 
Os dois ACs utilizados neste estudo foram preparados a partir da cortiça 
usando K2CO3 e vapor de água como agentes ativantes, tendo sido designados 
por C1 e C2, respetivamente [17, 18, 20]. As isotérmicas de adsorção de azoto a 
-196 ºC permitiram caracterizar a porosidade das amostras de carvão C1 e C2. 
Os resultados obtidos na caracterização dos ambos os ACs encontram-se 
resumidos na tabela 7.1. A partir dos resultados obtidos, verificou-se que ambos 
os carvões apresentavam elevado volume de microporos, sendo que a principal 
diferença consiste no volume de mesoporos e supermicroporos que é cerca de 
três vezes superiores no carvão C2. Pelos resultados desta tabela, verificou-se 
que ambos os carvões apresentavam propriedades químicas superficiais 
diferenciadas, uma vez o conteúdo de cinza no carvão C2 ser três vezes 
superior ao de C1 o que indica a presença de maior conteúdo inorgânico. Por 
outro lado, tendo em conta os valores de pHPZC determinados, verificou-se que o 
carvão C1 apresenta uma superfície menos alcalina que o C2. 
 
Tabela 7.1. Características químicas e nanotexturais dos ACs provenientes da cortiça. 
ACs ABET (m2 g-1) 
Vtotal 
(cm3 g-1) 
Vmesoa 
(cm3 g-1) 
Vα microb (cm3 g-1) % 
Cinza pHPZC Vα total Vα ultra Vα super 
 
C1 891 0,42 0,03 0,37 0,25 0,12 4,1 7,5 
C2 1060 0,57 0,13 0,44 0,26 0,28 12,8 9,9 
 
aDiferença entre Vtotal  e Vα total; bDeterminado com recurso ao método α [23]. 
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7.2.2. Otimização instrumental da HPLC-DAD 
 
Iniciou-se o estudo com o estabelecimento das condições de otimização 
instrumental para a análise dos dois compostos alvos. A combinação da coluna 
de fase reversa, usando uma fase móvel constituída por MeOH e solução 
aquosa com 0,1% ácido fosfórico, permitiu obter boa reposta por parte do 
HPLC-DAD para ambos os analitos em tempo analítico adequado (16 min). Os 
LODs e LOQs instrumentais foram determinados através da razão S/N de 3/1 e 
10/1, tendo-se obtido valores de 40 e 120 µg L-1 para CLOF e 50 e 140 µg L-1 
para IBU, respetivamente. De seguida, estudou-se a linearidade através do 
método dos mínimos quadrados, numa gama de trabalho compreendida entre 
0,15 e 90 mg L-1 com coeficientes de determinação superiores a 0,9998. A 
precisão instrumental foi igualmente avaliada com recurso a injeções repetidas, 
resultando num RSD de 4,0%, não tendo sido observados quaisquer efeitos de 
memória. 
 
 
7.2.3. Otimização da metodologia BAµE(ACs)-LD 
 
 Após estabelecidos os parâmetros instrumentais, prosseguiu-se com a 
otimização e desenvolvimento da metodologia proposta para a análise de CLOF 
e IBU. A otimização do método foi iniciada com o estudo do efeito de 
evaporação com o intuito de avaliar a perda dos analitos durante o passo da 
evaporação até à secura e posterior redissolução em fase móvel (200 μL). A 
partir dos resultados obtidos verificou-se que não existem perdas dos analitos 
por evaporação, sendo este resultado espetável uma vez ambos os analitos não 
serem voláteis. 
 Seguidamente, efetuou-se o estudo de seleção do melhor solvente para 
LD (extração: 3 h (990 rpm); LD: 45 min), usando ACN, MeOH e mistura 
ACN/MeOH (1:1, Mix). Conforme se pode observar na figura 7.1.a, a Mix 
evidenciou melhores recuperações relativamente aos outros solventes 
individuais. Assim sendo, optou-se por fixar o uso da referida mistura para 
posteriores etapas da otimização. Após a seleção do solvente mais adequado 
para retroextração, estudou-se o tempo de LD necessário, tendo-se testado 30, 
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45 e 60 min sob tratamento ultrassónico (extração: 3 h (990 rpm); LD: Mix). A 
figura 7.1.b evidencia que existe um ligeiro aumento da recuperação dos 30 
para 45 min e sem melhoria para tempos superiores. Consequentemente, o 
tempo de 45 min para retroextração foi fixado para os ensaios seguintes. 
 
 
Figura 7.1. Efeito do tipo de solvente (a) e tempo (b) para retroextração na recuperação dos dois 
compostos farmacêuticos por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD. 
 
A partir dos resultados obtidos, o carvão C2 apresentou sempre melhor 
eficiência que o carvão C1, evidenciando que as suas propriedades texturais e a 
sua química superficial favorecem a recuperação. Como o processo de extração 
ocorre ao nível vestigial, é possível assumir que os analitos são totalmente 
adsorvidos no carvão tendo em conta a quantidade do adsorvente utilizado, pelo 
que a diferença nas recuperações observadas, no efeito do tempo de LD, deve-
se unicamente ao processo da desadsorção dos analitos de ambos os carvões. 
Uma das possíveis explicações está relacionada com as características 
texturais, uma vez o carvão C1 ter maior percentagem de ultramicroporos, o seu 
poder de adsorção é maior e, consequentemente, o processo de retroextração 
não é favorecido quando comparado com o carvão C2 que tem menor volume 
deste tipo de porosidade. Por outro lado, o carvão C1 quase não apresenta 
mesoporos (poros de transporte) e, portanto, a desadsorção dos analitos 
através dos poros terá maior constrições difusionais do que no carvão C2. Outra 
explicação possível pode estar relacionada com as interações específicas 
“carvão-analito”. No entanto, considerando que os ensaios foram efetuados a pH 
5,5, ambos os sólidos tinham a superfície neutra ou positivamente carregada, e 
mesmo o facto do IBU e CLOF terem diferentes graus de ionização a este valor 
de pH (50 e 100% dissociadas, respetivamente), tal não justifica a diferença de 
comportamentos uma vez as recuperações de ambos os analitos serem 
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bastante semelhantes nos dois carvões. Os resultados obtidos para ambos ACs 
são muito similares, indicando que nestas condições as propriedades da 
química superficial não serem responsáveis pelas diferenças na eficiência 
observada. 
 Uma vez otimizados os parâmetros relativos à retroextração, prosseguiu-
se com a otimização dos parâmetros considerados cruciais no processo de 
extração, nomeadamente, velocidade de agitação, tempo de equilíbrio, pH, 
modificador orgânico e força iónica da matriz aquosa.  
 No presente estudo, foram testadas duas velocidades de agitação (750 e 
990 rpm), encontrando-se os resultados reproduzidos na figura 7.2.a (extração: 
3 h; LD: 45 min (Mix)). Destes ensaios, constata-se que, para ambos os analitos, 
o aumento da velocidade de agitação melhora a eficiência extrativa. Neste 
sentido, prosseguiu-se a otimização usando uma velocidade de agitação de 990 
rpm. O tempo de equilíbrio foi igualmente efetuado com recurso a ensaios entre 
1 e 16 horas (extração: 990 rpm; LD: 45 min (Mix)). Observando a figura 7.2.b, 
constata-se que no caso do carvão C1, e para ambos os analitos, quanto maior 
o tempo de equilíbrio maior a recuperação observada. Já no caso do carvão C2 
a recuperação aumenta até às 3 horas de equilíbrio e mantém-se praticamente 
constante para períodos superiores. Uma vez mais estes resultados estão 
relacionados com as propriedades texturais. Conforme foi referido 
anteriormente, o carvão C1 apresenta maiores limitações difusionais devido ao 
menor volume de mesoporos e, por isso mesmo, foram necessárias 16 horas 
para conseguir as mesmas eficiências que o carvão C2 ao fim de 3 h. Perante 
estes resultados, fixou-se o tempo de extração em 16 e 3 h para C1 e C2, 
respetivamente. 
 
 
Figura 7.2. Efeito da velocidade de agitação (a) e tempo de equilíbrio (b) na recuperação dos 
dois compostos farmacêuticos por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD. 
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 O valor de pH da matriz é de extrema importância quando os analitos 
serem compostos ionizáveis como é o caso dos compostos em estudo. A figura 
7.3 revela a importância do controlo do pH no processo de extração, conforme 
previamente se antecipava. 
 A ionização do analito e a carga superficial do carvão variam com o pH e 
assim sendo, para um dado valor, a superfície do carvão e os analitos podem 
coexistir num equilíbrio complexo, podendo ocorrer cargas iguais, neutras ou 
opostas. Cada carvão foi estudado para cinco valores de pH diferentes (2, 3, 5, 
8 e 11), no sentido de avaliar o processo global em diferentes sistemas “analito‐
carvão”, ou seja, sistemas onde ocorram interações de carga diferente. A partir 
dos resultados reproduzidos na figura 7.3, verifica-se que as melhores 
recuperações foram obtidas em condições ácidas, mais concretamente a pH 2 e 
3. Para estes valores, a superfície dos ACs encontra-se neutra ou positivamente 
carregada e, ambos os analitos, na sua forma neutra (anexo III). Para pH 
superiores, a recuperação dos dois analitos em ambos os carvões tende a 
diminuir, onde as piores eficiências foram obtidas com carvão C1 a pH 11. Esta 
constatação deve-se provavelmente às interações eletrostáticas repulsivas, uma 
vez a este pH a superfície do carvão apresenta uma carga negativa e ambos os 
analitos se encontram na sua forma aniónica. De uma forma geral, ambos os 
ACs apresentaram comportamentos semelhantes face aos diferentes valores de 
pH, tendo a recuperação obtida pelo carvão C2 sido sempre superior ao C1, 
provavelmente devido ao maior volume em microporos e menores quantidades 
de grupos ácidos à superfície do carvão, uma vez apresentar um valor de pHPZC 
superior ao do carvão C1. 
 
 
Figura 7.3. Efeito de pH na recuperação dos dois compostos farmacêuticos por BAµE(ACs)-
LD/HPLC-DAD. 
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 A fim de avaliar o efeito da força iónica na recuperação dos analitos, 
diversos ensaios foram efetuados, tendo-se adicionado diferentes quantidades 
de sal à matriz aquosa por forma a se obterem soluções com percentagens de 
5, 10 e 15% em NaCl (p/v). Observando a figura 7.4.a, verifica-se para o IBU, 
que a adição de sal à matriz aumenta consideravelmente a eficiência extrativa 
em ambos os carvões, e relativamente ao CLOF, o incremento da força iónica 
provoca apenas um ligeiro aumento da eficiência extrativa. Assim sendo, a 
adição de 10% em NaCl foi implementada no método. 
 A modificação da polaridade da matriz foi estudada com adições de 5, 10 
e 15% em MeOH (v/v), encontrando-se os resultados obtidos reproduzidos na 
figura 7.4.b. Conforme se pode constatar, a adição de MeOH provocou um 
decréscimo na extração dos analitos em estudo para ambos os carvões, tendo 
sido por isso mesmo preterido. 
 
 
Figura 7.4. Efeito da adição de NaCl (a) e MeOH (b) na recuperação dos dois compostos 
farmacêuticos por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD. 
. 
 Durante o processo de otimização, o tempo de equilíbrio selecionado 
para a extração usando ambos os carvões (C1 e C2) foi de 16 e 3 h, 
respetivamente. Contudo, uma vez o pH da solução e a força iónica 
evidenciaram ter bastante influência na recuperação dos dois analitos, 
decidiu‐se repetir a avaliação do tempo de equilíbrio usando uma solução com 
pH 2 e 10% em NaCl. Os resultados obtidos encontram-se reproduzidos na 
figura 7.5, onde se pode observar um aumento da eficiência de recuperação 
para ambos os analitos, ou seja, cerca de 80 e 96% para os carvões C1 e C2, 
respetivamente. É de salientar que as recuperações obtidas são muito 
superiores comparativamente com os valores alcançadas por outras 
metodologias analíticas [24, 25]. Em suma, os parâmetros otimizados foram os 
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seguintes: extração: 16 h (990 rpm, pH 2 e 10% NaCl); LD: 45 min (MeOH/ACN 
(1:1). 
 
 
Figura 7.5. Efeito do tempo de equilíbrio na recuperação do CLOF e IBU após otimização de 
outros parâmetros (pH 2 e 10% NaCl) por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD. 
 
 
7.2.4. Validação do método BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD 
 
 Após estabelecidas as condições otimizadas, prosseguiu-se com a 
validação do método. A partir dos resultados obtidos, verificou-se excelente 
linearidade com coeficientes de determinação superiores a 0,9922 para uma 
gama de concentrações compreendidas entre 1,0 e 600,0 µg L-1 e precisão com 
RSD inferior a 15%. A sensibilidade da presente metodologia foi igualmente 
avaliada com recurso à determinação dos LOD e LOQ para cada composto. A 
tabela 7.2 resume as percentagens de recuperação experimentais, os 
coeficientes de determinação, LODs e LOQs obtidos pela presente metodologia, 
para o IBU e o CLOF em água ultra-pura, usando os dois ACs preparados a 
partir da cortiça. 
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Tabela 7.2. Recuperação experimental, coeficientes de determinação, LODs e LOQs obtidos 
para os dois compostos farmacêuticos por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD em amostras de água 
ultra-pura, sob condições experimentais otimizadas. 
ACs Compostos 
Recuperação 
experimental 
(%±RSD) 
r2 a LOD (µg L-1) 
LOQ 
(µg L-1) 
     
C1 
IBU 82,4±11,9 0,9994 0,25 0,82 
CLOF 79,7±5,2 0,9988 0,28 0,92 
      
C2 
IBU 99,6±5,1 0,9922 0,21 0,70 
CLOF 96,5±1,1 0,9972 0,24 0,78 
     
aGama de trabalho 1,0-600,0 µg L-1 (ensaios com 8 níveis de concentração) 
 
 
7.2.5. Aplicação em amostras reais 
 
 A aplicação da presente metodologia a matrizes reais permitiu avaliar a 
robustez e versatilidade da mesma com recurso a ensaios em amostras 
ambientais, nomeadamente, água da torneira, superficial, subterrânea, 
estuarina, do mar e residual. Adicionalmente, foram igualmente estudadas duas 
amostras de urina, sendo uma de um indivíduo que havia consumido IBU 
(Brufen) e outra, sem ter consumido quaisquer medicamentos. Para evitar a 
contaminação intrínseca e os efeitos de matriz, o SAM foi implementado. 
Numa primeira abordagem, todas as amostras foram fortificadas com 
ambos os analitos para quatro níveis de concentrações (5-20 µg L-1) à exceção 
da amostra de urina no qual foi fortificada apenas com IBU (20-600 µg L-1). A 
razão pela qual a amostra de urina foi fortificada somente com IBU deve-se ao 
facto de o CLOF não ser um metabolito direto do organismo, ocorrendo apenas 
durante o tratamento de efluentes. Os resultados obtidos evidenciaram que nas 
amostras de água, ambos os analitos em estudo se encontravam abaixo dos 
LODs obtidos pela presente metodologia, tendo-se obtido excelente linearidade 
com coeficientes de determinação superiores a 0,99. A tabela 7.3 resume os 
parâmetros de regressão das amostras reais obtidos pelo método BAµE(ACs)-
LD/HPLC-DAD com auxílio do SAM nas condições experimentais otimizadas. 
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Tabela 7.3. Parâmetros de regressão das amostras reais obtidos pelo método BAµE(ACs)-
LD/HPLC-DAD recorrendo ao SAM nas condições experimentais otimizadas. 
Amostras 
ACs C1  C2 
Compostos IBU CLOF  IBU CLOF 
 r2 d  r2 d 
      
Água da torneira 0,9920 0,9981  0,9976 0,9931 
Água superficial 0,9974 0,9933  0,9934 0,9962 
Água subterrânea 0,9962 0,9937  0,9964 0,9992 
Água do estuário 0,9934 0,9973  0,9911 0,9926 
Água do mar 0,9951 0,9969  0,9936 0,9961 
Água residual 1a 0,9914 0,9921  0,9936 0,9957 
Água residual 2b 0,9955 0,9900  0,9992 0,9970 
Água residual 3c 0,9925 0,9937  0,9971 0,9938 
      
Urina 0,9986  0,9983  
     
aAntes da decantação primária; b Após a decantação primária; c Após tratamento UV-Vis; 
dCinco níveis de concentrações; 
 
A figura 7.6 exemplifica os cromatogramas das três amostras de águas 
residuais, obtidos pela presente metodologia nas condições experimentais 
otimizadas. Os dados obtidos permitiram detetar a presença dos dois analitos 
nas amostras recolhidas antes e após a decantação primária, e para a amostra 
recolhida após a desinfeção com UV estes analitos encontravam-se abaixo dos 
LODs obtidos. As quantidades de IBU e CLOF determinadas nestas matrizes 
encontram-se apresentadas na tabela 7.4. 
 
 
Figura 7.6. Cromatogramas das águas residuais, obtidos pela presente metodologia usando os 
carvões C1 (a) e C2 (b), sob as condições experimentais otimizadas. (  Antes do tratamento 
primário;  Após o tratamento primário;  Após a desinfecção UV) 
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Durante a execução do presente trabalho decidiu-se ainda aplicar a 
presente metodologia em amostras de fluidos biológicos, pelo que se analisou 
uma amostra de urina de um indivíduo que havia consumido IBU e a outra sem 
ter consumido qualquer medicação, encontrando-se os respetivos 
cromatogramas na figura 7.7. As concentrações detetadas na matriz de urina 
encontram-se apresentadas na tabela 7.4, onde foi possível detetar níveis 
vestigiais de IBU (~ 6 μg L-1). 
 
 
Figura 7.7. Cromatogramas da urina sem fortificação, obtidos pela presente metodologia usando 
os carvões C1 (a) e C2 (b), sob as condições experimentais otimizadas. (  Urina com 
consumo de IBU;   Urina sem consumo de IBU) 
 
A metodologia proposta, para além de muito sensível, apresenta 
igualmente elevada seletividade mesmo em matrizes mais complexas, como são 
o caso das amostras de urina e água residuais, onde potenciais interferências 
como metabolitos, ácidos húmicos e matéria orgânica natural, poderiam 
bloquear os poros disponíveis nos ACs para adsorção dos compostos alvos. 
 
Tabela 7.4. Concentrações de IBU e CLOF nas três amostras de água residual e na urina, 
determinadas pela presente metodologia usando o SAM. 
   Concentração (µg L-1) 
ACs Compostos  Água residual 1a 
Água 
residual 2b 
Água 
residual 3c  Urina 
        
C1 IBU  13,6 ± 1,4 6,1 ± 0,7 < LOD  6,0 ± 0,4 CLOF  17,8 ± 1,5 7,9 ± 1,2 < LOD  - 
        
C2 IBU  15,0 ± 1,3 8,6 ± 0,3 < LOD  6,2 ± 0,4 CLOF  18,9 ± 1,2 9,1 ± 0,7 < LOD  - 
 
aAntes da decantação primária; bDepois da decantação primária; cDepois da desinfeção UV. 
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7.3. Conclusões 
 
Os ACs em pó preparados a partir da cortiça utilizando métodos distintos 
de ativação (K2CO3 e com vapor de água), permitiu obter ACs com propriedades 
texturais e superficiais adequadas, que permitem a sua utilização como 
materiais para enriquecimento prévio à análise cromatográfica. A utilização 
destes dois ACs por BAµE(ACs)-LD/HPLC-DAD foi aplicada com sucesso na 
análise de dois farmacêuticos (IBU e o CLOF) em diferentes matrizes aquosas. 
Os parâmetros que afetam a metodologia foram otimizados, tendo a 
influência dos diferentes parâmetros estudados na eficiência de recuperação 
dos analitos sido discutidos e correlacionados com as propriedades de ambos 
os ACs. As recuperações para estes dois analitos permitiram alcançar valores 
superiores a 80% para o carvão C1 e 96% para o carvão C2. A aplicação da 
metodologia a diversos tipos de matrizes reais, nomeadamente, águas 
ambientais e a urina, com recurso ao SAM, permitiram bom desempenho como 
metodologia para a análise vestigial. 
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8.1. Considerações gerais 
 
A ocorrência de produtos farmacêuticos de higiene e cuidado pessoal 
(PPCPs) em ambiente aquáticos tem sido reconhecida como um dos assuntos 
emergentes em programas de monitorização ambiental em todo o mundo. Entre 
vários compostos considerados poluentes prioritários, os PPCPs ao nível 
vestigial são de particular importância devido à sua ubiquidade no ambiente 
aquático e os efeitos nocivos para a saúde pública [1-3]. Os PPCPs são 
libertados no ambiente maioritariamente através dos desperdícios dos seres 
humanos, como a eliminação de produtos fora de prazo ou por meio de 
excreção após o consumo, ou também diretamente pelas indústrias 
farmacêuticas de manufatura [4]. Devido às características polares da maioria 
dos PPCPs, estes não são significativamente adsorvidos no subsolo, podendo 
chegar aos aquíferos de água subterrânea através da água superficial e 
consequentemente, atingir aos sistemas de água para consumo humano. 
Alguns exemplos de PPCPs são os aditivos de medicamentos, reguladores de 
lípidos, antibióticos, antifúngicos, analgésicos, tranquilizantes, hormonas, entre 
outros [5, 6]. 
A monitorização destes poluentes em sistemas aquosas requer vários 
procedimentos de enriquecimento antes de análise por GC, HPLC ou técnicas 
hifenadas (GC-MS ou LC-MS). Embora a HPLC seja mais adequada para 
analisar PPCPs em amostras aquosas, a GC-MS é largamente utilizada para 
determinar esta classe de compostos devido à sua elevada sensibilidade e 
evidência espetral, embora em contrapartida muitos dos compostos requeiram 
um passo da derivatização prévio para ganho de volatilidade antes de serem 
analisadas [7-11]. A SPE é a técnica de preparação mais utilizada para analisar 
PPCPs em matrizes ambientais, embora este método requeira elevada 
quantidade de amostra e consumo de solventes orgânicos [1, 3]. Recentemente, 
as técnicas de extração sortiva como SPME [12] e SBSE [13] têm tido um papel 
importante no aumento da seletividade e sensibilidade na monitorização de 
PPCPs. A SBSE, em particular, tem sido aplicada com sucesso no 
enriquecimento de PPCPs apolares usando fases poliméricas de PDMS ou PU 
[5, 6, 14]. No entanto, as técnicas de extração sortiva têm apresentado grandes 
limitações no enriquecimento eficiente dos PPCPs mais polares. 
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O presente capítulo pretende apresentar, pela primeira vez, os resultados 
obtidos da combinação de BAµE com GC-MS sem derivatização, recorrendo a 
injeções de grandes volumes (LVI), na análise de cafeína (CAF), propranolol 
(PRO), triclosan (TRI), gemfibrosil (GEM), carbamazepina (CAR) e diazepam 
(DIA), usados como compostos modelo de PPCPs em matrizes ambientais. A 
estrutura químicas dos compostos alvo selecionados encontram-se 
reproduzidas na figura 8.1. O estudo efetuou-se ainda a comparação entre os 
sorventes AC e PS-DVB no enriquecimento dos PPCPs selecionados por BAµE.  
 
 
 
Cafeína Gemfibrosil 
  
Triclosan Propanolol 
 
 
Carbamazepina Diazepam 
Figure 8.1. Estruturas químicas dos seis PPCPs selecionados para o presente estudo. 
 
 
8.2. Resultados e discussão 
 
8.2.1. Otimização instrumental da LVI-GC-MS(SIM) 
 
Os seis compostos modelos selecionados (CAF, GEM, TRI, PRO, CAR e 
DIA) pertencem a diferentes classes dos PPCPs mais consumidos, sendo estes 
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compostos usados como aditivos de fármacos, reguladores de lípidos, 
antibactérianos/antifúngicos, agentes bloqueadores de β-adrenergético, 
analgésicos e tranquilizantes, respetivamente. Os compostos selecionados 
apresentam elevada gama de polaridade (0,16 < log KO/W < 4,77) [15]. 
Para avaliar o padrão da fragmentação espetral de massa de cada 
composto, uma mistura padrão (100 µg L-1) começou por ser analisada por GC-
MS no modo “full-scan”, no qual cada ião alvo (pico base) e principais 
fragmentos foram selecionados no sentido de se conseguir a melhor 
seletividade e sensibilidade para operar no modo SIM. Os dados espetrais 
relativos aos iões, de acordo com os estudos prévios indicados na literatura [2, 
12], encontram-se resumidos na tabela 8.1. 
 
Tabela 8.1. Log KO/W, tempo de retenção (tR) e iões selecionados para quantificação no modo 
SIM para os PPCPs usados no presente estudo. 
PPCPs Log KO/W tR (min) Iões SIM (m/z) 
    
CAF 0,16 10,4 67, 109, 194* 
GEM 4,77 11,0 107, 122, 250* 
TRI 4,66 13,2 218, 288*, 290  
PRO 2,60 14,1 72, 115, 259* 
CAR 2,25 16,6 192, 193, 236* 
DIA 2,70 18,4 256, 283, 284* 
    
*Ião molecular; Ião sublinhado usado para quantificação 
 
Por monitorização dos iões selecionados nas condições instrumentais 
estabelecidas, obteve-se boa sensibilidade, excelente seletividade e picos 
simétricos em tempo analítico adequado (< 23 min). No sentido de se conseguir 
ainda melhor sensibilidade nos ensaios posteriores envolvendo matrizes reais, 
LVI no modo de “solvent vent”, foi usado como forma de injeção por GC-MS. 
Neste sentido, a sensibilidade instrumental foi verificada com recurso aos 
LODs e LOQs para os seis compostos em estudo, obtidos por injeção de 
padrões de calibração diluídos e calculados com razão S/N de 3/1 e 10/1, 
respetivamente. A partir dos resultados obtidos, observam-se valores 
compreendidos entre 0,6- 2,5 µg L-1 para LODs e, 2,0-8,4 µg L-1 para LOQs. 
Subsequentemente, a calibração instrumental foi realizada com sete 
padrões com concentrações compreendidos entre 10,0 e 120,0 µg L-1, o qual se 
obtiveram boas linearidades para os seis PPCPs com coeficientes de 
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determinação superiores a 0,9907. Posteriormente, a precisão instrumental foi 
igualmente avaliada com recurso a injeções repetidas, resultando em RSD 
abaixo de 10%, não tendo sido observado efeitos de memória. 
 Como conclusão preliminar, a assunção que a análise de PPCPs por GC-
MS requerer um passo de pré-derivatização, não é totalmente verdadeira, uma 
vez depender das propriedades químicas dos compostos alvos envolvidos, 
assim como o tipo de inlet utilizado. Conforme os resultados evidenciem, a 
utilização do inlet LVI, permitiu eliminar o passo de derivatização para diversos 
PPCPs e, obter LODs com a mesma ordem de magnitude das metodologias 
analíticas com recurso à derivatização ou a sistemas LC-MS. 
 
 
8.2.2. Otimização da metodologia BAµE-LD 
 
No presente trabalho, diversos parâmetros que afetam a eficiência de 
extração e de retroextração da metodologia BAμE-LD foram estudados 
utilizando ACs e PS-DVB como fases para extração. Neste sentido, foram 
realizados ensaios sistemáticos para otimizar os parâmetros que são 
conhecidos por influenciar este processo analítico, nomeadamente, tempo de 
equilíbrio, velocidade de agitação, características da matriz (pH, modificador 
orgânico e força iónica) e condições para LD. 
Numa primeira abordagem, as condições de LD que garantem a 
retroextração completa dos seis compostos PPCP dos dispositivos de extração 
foram otimizados. Solventes como MeOH, ACN e mistura de ambos (1:1; Mix) 
foram estudados seguido de troca de solvente mais conveniente para análise 
por LVI-GC-MS(SIM). A figura 8.2.a ilustra os resultados obtidos (extração: 16 h 
(1000 rpm); LD: 45min), nos quais a mistura Mix foi selecionada como melhor 
solvente para retroextração, uma vez apresentar maior capacidade de 
dessorção dos analitos em ambos os sorventes. Após seleção do solvente mais 
eficaz para LD, períodos de dessorção de 15, 30, 45 e 60 minutos foram 
igualmente estudados. Conforme se pode verificar na figura 8.2.b, ocorre um 
grande aumento na eficiência de recuperação para 45 min de LD, não havendo 
vantagens para períodos superiores, e consequentemente, este tempo foi 
selecionado para ensaios seguintes. 
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Uma vez o passo de evaporação ser essencial à mudança de solvente 
mais adequado a LVI, este foi cuidadosamente estudado, no sentido de verificar 
perdas durante este processo. De acordo com a literatura [6, 10], são 
negligenciáveis as perdas observadas durante o processo de evaporação, uma 
vez a maioria dos PPCPs em estudo serem compostos não voláteis. 
 
 
Figure 8.2. Efeito do tipo solvente (a) e tempo (b) de dessorção líquida na recuperação dos seis 
PPCPs obtidos por BAµE(AC)-LD e BAµE(PS-DVB)-LD seguida de análise por LVI-GC-
MS(SIM). 
 
Após a seleção das melhores condições para LD, iniciou-se a otimização 
do tempo de equilíbrio e velocidade de agitação, dado que estes parâmetros são 
extremamente importantes para o processo de enriquecimento. No que respeita 
à velocidade de agitação, este parâmetro pode influenciar o processo de 
transferência de massa dos analitos para a fase sorvente durante o processo de 
extração. A figura 8.3.a apresenta os dados obtidos para três níveis de 
velocidade de agitação (750, 1000 e 1250 rpm), onde se pode observar que a 
eficiência aumenta cerca de 50% em quase todos os analitos, para velocidades 
de 1000 rpm, sem vantagens adicionais para velocidades superiores. 
Consequentemente, uma velocidade de agitação de 1000 rpm foi selecionada 
para experiências posteriores.  
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O tempo de equilíbrio foi estudado para ensaios durante 1, 2, 3, 4 e 16 h, 
como ilustra a figura 8.3.b. Conforme se pode verificar, a eficiência aumenta até 
às 16 h, à exceção do TRI, o qual para a fase de PS-DVB, a recuperação atinge 
o máximo ao fim de 2 h de equilíbrio. Neste sentido, o tempo de extração de 16 
h foi selecionado para as experiências posteriores. 
 
 
Figura 8.3. Efeito da velocidade de agitação (a) e tempo de equilíbrio (b) na recuperação dos 
seis PPCPs obtidos por BAµE(AC)-LD e BAµE(PS-DVB)-LD seguida de análise por LVI-GC-
MS(SIM). 
 
Os principais parâmetros que afetam o processo de extração foram 
igualmente estudados no sentido de maximizar a recuperação. Relativamente à 
otimização do tempo e do solvente de dessorção, tempo de equilíbrio e 
velocidade de agitação, ambas as fases AC e PS-DVB, apresentaram o mesmo 
padrão de desempenho para os seis analitos em estudo. No entanto, o estudo 
do efeito de pH da matriz, força iónica e modificador orgânico são igualmente 
importantes, uma vez os sorventes apresentarem comportamentos 
diferenciados que provavelmente se devem às diferenças da estrutura textural, 
química superficial e respetivas propriedades de interações. Os resultados 
obtidos encontram-se apresentados na figura 8.4. Na figura 8.4.a pode verificar-
se, que a influência do pH da matriz no processo de extração parece ter um 
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papel importante na recuperação dos analitos. Cada sorvente foi estudado para 
quatro valores de pH (2, 5, 8 e 10). Dos resultados obtidos, é possível verificar 
que pH 5 é o melhor para ambos os sorventes, enquanto um meio mais acídico 
ou alcalino da matriz reduz significativamente a recuperação de todos os 
analitos à exceção de PRO quando é usado PS-DVB (figura 8.4.a). 
 
 
Figura 8.4. Efeito do pH (a), força iónica (b) e polaridade do meio (c) na recuperação dos seis 
PPCPs obtidos por BAµE(AC)-LD e BAµE(PS-DVB)-LD seguida de análise por LVI-GC-
MS(SIM). 
 
A força iónica e a polaridade foram igualmente modificadas através da 
adição de 5, 10 e 15% de NaCl (p/v) e MeOH (v/v) à matriz, respetivamente. Dos 
dados obtidos do efeito da força iónica, a adição progressiva de NaCl diminui 
significativamente a recuperação dos analitos para ambas as fases, à exceção 
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do GEM e TRI com AC, e DIA com PS-DVB, onde um ligeiro aumento de 
recuperação é observado (figura 8.4.b). Consequentemente, 5% de NaCl foi 
utilizado para AC como melhor compromisso. No caso do efeito de polaridade 
do meio, como se pode observar na figura 8.4.c a adição progressiva de MeOH 
diminui significativamente a recuperação de quase todos os analitos para ambos 
os adsorventes, à exceção do TRI, para o qual não se observa qualquer 
alteração. Este resultado é esperado uma vez a adição de MeOH aumentar a 
solubilidade dos analitos na matriz, sendo principalmente usado minimizar o 
“wall-effect” de analitos apolares. Em suma, as condições experimentais 
completamente otimizadas (extração: 16 h (1000 rpm, pH 5 e 5% NaCl); LD: 45 
min (Mix)) permitiram recuperações compreendidas entre 74 e 99% dos seis 
PPCPs em estudo. 
 
 
8.2.3. Validação do método BAµE-LD/LVI-GC-MS(SIM) 
 
Após a otimização da metodologia, iniciou-se o processo de validação do 
método proposto. A partir dos resultados obtidos, foi alcançada excelente 
linearidade com coeficientes de determinação muito aceitáveis (r2 > 0,9907) e 
boas precisões  (RSD < 18%). A sensibilidade da metodologia foi avaliada 
através dos LODs e LOQs para os seis analitos em estudo e calculados com 
razão S/N de 3/1 e 10/1, respetivamente. Os valores obtidos dependendo da 
fase sorvente envolvida ficaram compreendidos entre 5 e 20 ng L-1 e 17 e 66 ng 
L-1 para LODs e LOQs, respetivamente. Adicionalmente foi observado ausência 
de efeito de memória. A tabela 8.1 resume os resultados obtidos de recuperação 
experimental, coeficientes de determinação, LODs e LOQs para os seis PPCPs 
em matrizes de água ultra pura utilizando o método BAµE, usando PS-DVB e 
AC como fases sorventes. Como se pode verificar, ambos os sorventes 
estudados conseguem uma eficiência de recuperação notável. No caso dos 
LODs, a fase PS-DVB consegue resultados ligeiramente superiores do que a 
fase AC.  
Como conclusão parcial, a metodologia proposta (BAµE-LD/LVI-GC-
MS(SIM)) provou ser mais vantajosa quando comparado com outras técnicas de 
enriquecimento convencionais (SPE) na análise de PPCPs no nível de traços 
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[7]. Embora o método analítico proposto necessite de tempo de equilíbrio mais 
longo durante a etapa de enriquecimento, esta inconveniência pode ser 
ultrapassada realizando ensaios durante a noite.  
 
Tabela 8.1. Recuperação experimental, LODs, LOQs e coeficientes de determinação (r2) obtidos 
para seis compostos PPCP por BAµE-LD/LVI-GC-MS(SIM), nas condições experimentais 
otimizadas. 
PPCPs 
Recuperação ± RSDa 
(%, n=6)  
LOD 
(ng L-1)  
LOQ 
(ng L-1)  r
2 
AC PS-DVB  AC PS-DVB  AC PS-DVB  AC PS-DVB 
            
CAF 85,2 ± 4,5 75,5 ± 3,1  5 5  17 17  0,9922 0,9940 
GEM 82,7 ± 5,4 91,7 ± 1,2  20 10  66 33  0,9949 0,9955 
TRI 73,6 ± 9,3 97,3 ± 2,7  10 5  33 17  0,9918 0,9982 
PRO 75,3 ± 1,9 98,6 ± 3,4  10 5  33 17  0,9914 0,9917 
CAR 82,8 ± 4,4 83,3 ± 1,0  5 5  17 17  0,9907 0,9932 
DIA 84,7 ± 5,1 88,1 ± 1,7  5 5  17 17  0,9967 0,9970 
            
 
 
8.2.4. Aplicação em matrizes reais 
 
Para verificar a aplicabilidade da metodologia proposta, ensaios em 
matrizes reais, nomeadamente, água de torneira, subterrânea, mar, estuarina e 
residual, foram estudadas com recurso ao SAM. Como o sorvente PS-DVB 
demonstrou melhor desempenho que o AC, todos os ensaios em matrizes reais 
foram efetuados usando este sorvente. 
Neste sentido, as matrizes foram fortificadas com os seis PPCPs para 
quatro níveis de concentrações (160-640 ng L-1). Ensaios em branco foram 
igualmente efetuados sem fortificação para assegurar o máximo de controlo da 
metodologia analítica. Os resultados obtidos em matrizes de água de torneira e 
subterrânea aparentam consistência, uma vez que todos os analitos se 
encontravam abaixo dos LODs da metodologia. A figura 8.5 exemplifica 
fragmentogramas de massa das amostras de água do mar, estuarina e residual 
sem fortificação, o qual permite observar a elevada seletividade e sensibilidade 
do método proposto. A tabela 8.2 resume os níveis de contaminação detetados 
para os seis compostos nas matrizes reais estudadas, bem como os parâmetros 
de regressão obtidos através dos ensaios efetuados pelo SAM. Os ensaios 
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efetuados para as amostras de água residual indicaram a presença de todos os 
compostos em estudo. Este resultado é esperado uma vez as estações de 
tratamento de águas residuais são os locais onde se convergem a maioria dos 
efluentes urbanos de serem tratados e eliminados para o ambiente [16]. Para as 
amostras de água do estuarina, níveis de CAF e CAR foram detetados e para o 
caso da amostra da água do mar apenas o CAR foi detetado, porém, 
encontrando-se abaixo dos LOQs obtidos para o método proposto. Os 
resultados obtidos nestas matrizes estão em boa concordância com dados 
encontrados na literatura [7, 17, 18], uma vez diversos estudos demonstrarem 
que grande parte dos fármacos e respetivos metabolitos conseguem escapar à 
eliminação nas estações de tratamento de águas residuais, entrando facilmente 
no ambiente aquático através dos efluentes. 
 
Tabela 8.2. Níveis de contaminação e parâmetros de regressão (r2) obtidos com recurso ao 
SAM para os seis PPCPs sob estudo em amostras reais por BAµE(PS-DVB)-LD/LVI-GC-
MS(SIM) nas condições experimentais otimizadas. 
PPCPs 
C0 (ng L-1) 
r2 
Água de 
torneira 
Água 
subterrânea 
Água 
do mar 
Água do 
estuarina 
Água 
residual 
      
CAF <LOD 0,9993 
<LOD 
0,9954 
<LOD 
0,9913 
<LOQ 
0,9902 
60,4 ± 10,1 
0,9946 
GEM <LOD 0,9942 
<LOD 
0,991 
<LOD 
0,9922 
<LOD 
0,9975 
108,4 ± 17,4 
0,9945 
TRI <LOD 0,9944 
<LOD 
0,99 
<LOD 
0,991 
<LOD 
0,9943 
124,1 ± 15,4 
0,9958 
PRO <LOD 0,9927 
<LOD 
0,9995 
<LOD 
0,9934 
<LOD 
0,995 
101,2 ± 18,9 
0,935 
CAR <LOD 0,9902 
<LOD 
0,9923 
<LOQ 
0,9969 
<LOQ 
0,9989 
58,5 ± 8,6 
0,9986 
DIA <LOD 0,9909 
<LOD 
0,9946 
<LOD 
0,9905 
<LOD 
0,9914 
63,9 ± 13,7 
0,9965 
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Figure 8.5. Fragmentogramas de massa obtidas para os ensaios em matrizes de água residual 
(a), estuarina (b) e do mar (c) sem fortificação por BAµE(PS-DVB)-LD/LVI-GC-MS, sob 
condições experimentais otimizadas. 
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8.3. Conclusões 
 
A metodologia proposta no presente trabalho (BAμE-LD/LVI-GC-
MS(SIM)), utilizando AC ou PS-DVB como fases sorventes, foi otimizada e 
validada para análise de PPCPs usando seis compostos modelo, 
nomeadamente, CAF, GEM, TRI, PRP, CAR e DIA. A fase PS-DVB provou 
melhor desempenho do que AC para a determinação vestigial de PPCPs em 
amostras ambientais aquosas. Ao utilizar condições experimentais otimizadas, 
ambos os sorventes evidenciaram elevada eficiência de recuperação, boa 
precisão, sensibilidade e seletividade. 
A aplicação do método proposto BAµE(PS-DVB)-LD/LVI-GC-MS(SIM) 
recorrendo ao SAM em amostras reais permitiu detetar presença de PPCPs em 
amostras de água residual, estuarina e mar. 
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9.1. Considerações gerais 
 
Nos capítulos anteriores (3-8) discutiram-se a conceção, o 
desenvolvimento e o potencial de aplicação da BAµE em áreas de importância 
científica reconhecida, principalmente, ambiental mas também forense. Aquando 
dos estudos efetuados ficou claramente provada a versatilidade da BAµE na 
determinação vestigial de diversas classes de compostos prioritários (ex. 
pesticidas, DBPs, fenóis e PPCPs) em diversos tipos de matrizes aquosas 
recorrendo principalmente a HPLC-DAD e GC-MS, como sistemas instrumentais 
de análise. 
O presente capítulo, pretende ainda que de forma não exaustiva, 
demonstrar a abrangência da técnica BAµE na determinação de outro tipo de 
compostos com interesse (drogas de abuso e ácidos fenólicos) em matrizes com 
maior complexidade (forense e alimentar), assim como a combinação a outros 
sistemas instrumentais (CE). 
 
 
9.2. Determinação de drogas de abuso em matrizes biológicas [1, 2] 
 
O consumo de drogas de abuso, como a heroína, cocaína, entre outras, 
continua a ser um dos maiores problemas sociais da atualidade. Para além das 
graves consequências toxicológicas, estão também associados outros tipos de 
riscos, tanto para os consumidores como para os não consumidores [3]. Devido 
à rápida metabolização das drogas de abuso no organismo, é comum analisar 
os respetivos metabolitos. A morfina e codeína são metabolitos da heroína, uma 
das drogas de abuso mais consumidas na atualidade. Neste sentido, é urgente 
o desenvolvimento de novas metodologias capazes de monitorizar eficazmente 
este tipo de compostos ao nível vestigial em amostras complexas, como por 
exemplo, fluidos biológicos. 
O presente trabalho consistiu na aplicação do BAµE-LD/HPLC-DAD na 
determinação de morfina e codeína em amostras biológicas, usando AC 
comercial (R) como sorvente. A metodologia desenvolvida foi optimizada, 
validada e aplicada a matrizes de urina. 
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A otimização da metodologia permitiu obter recuperações compreendidas 
entre 38,4 ± 1,7% para codeína e 41,3 ± 1,3% para morfina, tendo o método 
evidenciado excelente linearidade (r2
 
> 0,99) na gama de trabalho compreendida 
entre 10,0 e 330,0 μg L-1. Foi igualmente obtida boa precisão (RSD < 8%) e 
ainda alcançar LODs de 0,06 μg L-1 para codeína e 0,90 μg L-1 para morfina, 
respetivamente. Em Portugal, a concentração mínima nos exames toxicológicos 
de triagem dos metabolitos de opiáceos na urina, que define se um indivíduo 
consumiu ou não drogas de abuso, é de 300 μg L-1, sendo a concentração 
mínima requerida para sensibilidade nos exames toxicológicos de confirmação 
de 80 μg L-1 [4]. Tendo em conta os dados obtidos, é possível concluir-se que a 
metodologia BAµE(AC)-LD/HPLC-DAD permite ser aplicada com sucesso na 
determinação dos metabolitos da heroína em urina humana, uma vez os LODs 
serem claramente abaixo dos exigidos aos laboratórios certificados para esse 
efeito. 
 A figura 9.1 apresenta um cromatograma relativo a uma amostra de urina 
obtida pelo método proposto. A aplicação da presente metodologia em amostras 
de urina humana com recurso ao SAM relevou excelente linearidade (r2 > 0,99) 
na gama de trabalho 70-330 μg L-1 e bom desempenho analítico, não se tendo 
observado efeitos de matriz. As condições instrumentais encontram-se descritas 
no anexo IV 
 
 
Figura 9.1. Cromatograma relativo a uma amostra de urina fortificada a 330 µg L-1 obtido por 
BAμE(AC)-LD/HPLC-DAD. Condições: Extracção: 2,5 h (1000 rpm, pH 7); LD: 30 min (Mix). 
 
Após validação do método, realizou-se ainda a comparação com a 
técnica SBSE(PDMS), no sentido de avaliar a eficiência na recuperação de 
morfina e codeína pelo BAμE(AC) em estudo. Nas mesmas condições 
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experimentais otimizadas, não ocorreram quaisquer recuperações dos 
metabolitos com recurso ao SBSE(PDMS), enquanto a técnica proposta permitiu 
obter eficiências na ordem de 40%, conforme referido anteriormente. 
 
 
9.3. Determinação de ácidos fenólicos em matrizes alimentares [5] 
 
Atualmente, diversos estudos comprovaram que a composição fenólica 
que se encontra naturalmente em muitos alimentos e bebidas derivados de 
plantas estarem associada às propriedades antioxidantes, os quais podem 
desempenhar um papel importante na prevenção de doenças cardiovasculares, 
cancro e até no envelhecimento. Neste sentido, é de todo o interesse o 
desenvolvimento de métodos analíticos capazes de determinar e quantificar 
compostos fenólicos numa vasta gama de alimentos [6-8]. 
O presente trabalho consistiu no desenvolvimento, otimização, validação 
e aplicação do BAµE seguida de LD e análise por eletroforese capilar com 
deteção por rede de díodos (CE-DAD) na determinação de quatro ácidos 
fenólicos, nomeadamente, ácidos clorogénico, ferúlico, p-cumárico e cafeico, em 
matrizes alimentares. A figura 9.2 apresenta um eletroforegrama obtido por CE-
DAD dos quatro ácidos e o padrão interno usado (IS, ácido 3-hidroxibenzóico). 
As condições instrumentais encontram-se descritas no anexo IV. 
Para este trabalho em particular, o desafio em combinar BAµE com CE-
DAD foi efetuado pela primeira vez, tendo o sorvente selecionado sido um 
derivado de copolímero de divenilbenzeno com propriedades de troca aniónica e 
fase reversa (MAX, Oásis®
 
MAX Sorbent).  
O método optimizado permitiu recuperações compreendias entre 35 e 
40%, revelando ainda excelente linearidade (r2
 
> 0,99) na gama compreendida 
entre 0,8 e 8,0 mg L-1. Por outro lado alcançaram-se LODs e LOQs 
compreendidas entre 18 e 82 μg L-1 e 61 e 273 μg L-1, respetivamente. A 
precisão da metodologia desenvolvida é igualmente muito aceitável (RSD < 
15%). 
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Figura 9.2. Eletroforegrama obtido por CE-DAD relativo à mistura dos quatro ácidos fenólicos 
em estudo e o IS.  
 
Com recurso ao SAM, a aplicação da presente metodologia a matrizes 
alimentares, nomeadamente chá verde, mel e sumo de frutos vermelhos, 
demonstrou bom desempenho analítico tendo-se verificado a ocorrência de 
níveis de alguns dos ácidos fenólicos estudados. A tabela 9.1 resume os valores 
de recuperação, LODs, LOQs e concentrações dos analitos obtidos em cada 
amostra estudada. A figura 9.3 exemplifica eletroforegramas relativos às 
amostras de chá verde (a), mel (b) e sumo de frutos vermelhos (c) obtidos por 
BAμE(MAX)-LD/CE-DAD. 
 
Tabela 9.1. Recuperações, LODs, LOQs e concentrações dos analitos obtidos para cada 
amostra estudada pelo método BAµE(MAX)-LD/CE-DAD. 
Compostos Recuperações (%) 
LOD 
 (µg L-1) 
LOQ 
(µg L-1) 
Amostras (mg L-1) 
Chá Mel Sumo 
       
Ácido 
clorogénico 37,0 ± 5,6 29,9 99,7 < LOD < LOD 4,4 
Ácido 
ferúlico 39,0 ± 6,0 81,8 272,5 2,0 < LOD- < LOD 
Ácido 
cumárico 40,0 ± 6,2 39,8 132,6 6,5 0,2 3,1 
Ácido 
cafeico 35,0 ± 5,6 18,4 61,2 12,5 1,9 1,0 
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Figura 9.3. Eletroforegramas relativos a amostra de chá verde (a), mel (b) e sumo de frutos 
vermelhos (c), fortificada com 4,8 mg L-1 (i) e sem fortificação (ii), obtidos por BAμE(MAX)-
LD/CE-DAD. 1: Ácido ferúlico; 2: Ácido cumárico; 3: Ácido cafeico; 4: Ácido clorogénico. 
Condições: Extracção: 3 h (1000 rpm, pH 6); LD: 15 min (MeOH com 2% ácido fórmico). 
 
Apesar das recuperações obtidas nas condições otimizadas não serem 
muito elevadas (25-40%), tendo em conta a complexidade das amostras 
estudadas, os resultados obtidos pela metodologia BAμE(MAX)-LD/CE-DAD são 
claramente satisfatórios. 
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9.4. Conclusões 
 
A aplicação da metodologia BAμE para determinação de drogas de abuso 
e ácidos fenólicos demonstrou bom desempenho mesmo em amostras 
complexas.  
A metodologia BAμE demonstrou grande abrangência, dando boa 
resposta na área forense e alimentar, mas também quando combinada com 
outro tipo de sistemas de separação analítica, como é o caso da CE. 
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10. Conclusões finais e perspetivas futuras 
 
O presente trabalho propõe novas metodologias analíticas para 
microextração vestigial de poluentes orgânicos persistentes (POPs) em matrizes 
aquosas. Neste contexto, desenvolveu-se um conceito analítico inovador, 
designado por microextração adsortiva em barra (BAµE), constituído por um 
dispositivo com configuração geométrica em forma de barra, revestido com 
sorventes em pó finamente dividido. 
O microdispositivo, patenteado, foi testado e avaliado em termos da 
estabilidade e robustez em diversas condições físico-químicas, nomeadamente, 
diferentes solventes, temperaturas, pHs e tratamento mecânico. Por outro lado, 
foram testados vários tipos de sorventes para verificar a eficiência da 
microextração, usando atrazina como composto modelo, tendo-se verificado que 
os carvões ativados (ACs) e os copolímeros à base de poliestireno-
divinilbenzeno (PS-DVB) eram as fases que demonstraram resultados analíticos 
mais promissores. 
Neste sentido, a combinação da BAµE, como passo para enriquecimento 
prévio, com técnicas cromatográficas, hifenadas e eletroforéticas (HPLC, GC-
MS e CE), demonstrou eficácia e versatilidade na monitorização de diferentes 
classes de POPs em matrizes aquosas, nomeadamente, pesticidas, sub-
produtos da desinfeção (DBPs), resíduos de matérias-primas e metabolitos 
industriais, produtos farmacêuticos de higiene e cuidado pessoal (PPCPs), 
drogas de abuso e antioxidantes em áreas de reconhecida importância. 
Em analogia com outras metodologias analíticas, as condições 
experimentais da BAµE foram otimizadas no sentido de garantir máxima 
eficiência em cada aplicação. Com recurso a ensaios sistemáticos de otimização 
univariante de diversos parâmetros que poderiam influenciar a eficiência do 
processo, estudou-se o tempo de equilíbrio, velocidade de agitação, pH, força 
iónica e polaridade da matriz, assim como o tipo de solventes e tempo 
necessário para retroextração. A derivatização in-situ, em particular, utilizando 
2,3,4,5-pentafluorohidrazina como agente derivatizante, mostrou ser adequada 
para análise de compostos carbonilos de cadeia curta, promovendo elevada 
sensibilidade, especificidade e boa estabilidade dos aductos resultantes. As 
metodologias otimizadas para diversas classes de compostos modelo, 
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nomeadamente, triazinas (simazina, atrazina e tertbutilazina), carbonilos de 
cadeia curta (formaldeído, acetaldeído, propanal, acetona, butanona e 2-
hexenal), fenóis (3-nitrofenol, 4-nitrofenol, bisfenol-A, 4-octilfenol e 4-nonilfenol), 
PPCPs (ibuprofeno, ácido clofíbrico, cafeína, gemfibrosil, triclosan, propanolol, 
carbamazepina e diazepam), drogas de abuso (morfina e codeína) e ácidos 
fenólicos (ferúlico, cumárico, cafeico e  clorogénico), demonstraram eficiências 
de recuperações muito aceitáveis compreendidas entre 40 e 100%.  
Após otimização de cada metodologia, procedeu-se à fase de validação, 
tendo os dados obtidos revelado excelente linearidade, limiares analíticos ao 
nível vestigial (traços/ultra-traços) e valores de precisão em conformidade com 
os exigidos pela directiva 98/83/EC.  
 A comparação da eficiência da BAµE com outros métodos de 
enriquecimento baseados em sorção, nomeadamente, extração sortiva em barra 
de agitação com polidimetilsiloxano (SBSE(PDMS)), para análise vestigial de 
poluentes com características mais polares, demonstrou vantagens inequívocas 
da metodologia proposta. A escolha adequada dos sorventes permitiu ainda 
responder seletivamente a uma gama alargada de compostos com polaridade 
diferenciada, ao invés da SBSE(PDMS) que apenas responde aos analitos com 
características mais apolares. 
 A aplicação de BAµE usando PS-DVB ou ACs como fases sorventes 
seguida de análise por HPLC, GC-MS e CE em matrizes aquosas reais, 
principalmente em amostras de água com origem diversa, evidenciando 
abrangência em diferentes áreas com importância reconhecida, nomeadamente, 
ambiental, forense e alimentar. Demonstrou ainda elevada sensibilidade e 
seletividade, tendo a abordagem mostrado efeitos de matriz negligenciáveis com 
recurso ao método da adição de padrão. 
Em suma, a técnica de microextração proposta (BAµE), demonstrou 
elevada reprodutibilidade, possibilidade de reutilização, requerer baixos volumes 
de amostra, facilidade de preparação e de manuseamento, possibilitando a 
seleção da fase extractiva mais adequada para cada tipo de aplicação em 
particular. 
Refira-se por último que as metodologias propostas e desenvolvidas, 
provaram ser alternativas analíticas credíveis para microextração vestigial de 
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POPs em matrizes aquosas, tendo os ojectivos propostos sido claramente 
alcançados. 
 
Como perspetivas futuras e tratando-se de uma técnica muito versátil e 
com enormes potencialidades, irá seguramente permitir o desenvolvimento de 
novas metodologias alargando a sua utilização para um maior número de 
aplicações a outras classes de POPs emergentes, assim como de outros 
compostos prioritários em áreas com importância reconhecida. 
A técnica proposta pode ainda ser usada e otimizada com outros 
materiais sorventes mais seletivos, havendo igualmente a possibilidade de 
modificação das propriedades químicas superficiais e texturais, como no caso 
dos ACs, tornando-os ainda mais versáteis para microextração analítica. 
A combinação com outras hifenações, nomeadamente, sistemas LC-MS 
ou “tandem”, pode ser outra possibilidade a desenvolver no sentido de 
incrementar ainda mais a sensibilidade e seletividade analíticas. 
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Anexo I – Procedimento experimental para caracterização dos ACs 
 
Caracterização textural 
 
Adsorção de azoto a -196 °C 
 
Os ensaios de adsorção de azoto foram realizados num equipamento 
automático (ASAP 2100, Micromeritics). Antes dos ensaios de adsorção 
procedeu-se à desgasificação das amostras de modo a remover os gases ou 
vapores que se encontrassem adsorvidos na superfície dos ACs. Esta limpeza 
foi realizada por tratamento térmico durante 2 h a 300 °C sob vácuo maior que 
10‐2 Pa. Deste modo pretende-se assegurar que o azoto foi a única substância 
que se adsorveu na superfície dos carvões e foi a única que contribuiu para a 
pressão, dentro das instalações de adsorção. Foram usadas amostras de cerca 
de 50 mg, tendo a massa sido determinada por pesagem numa balança 
analítica (Mettler, AE 240), com uma precisão de 0,1 mg. As amostras foram 
pesadas após o tratamento térmico, determinando-se deste modo a massa de 
sólido limpo, em relação à qual foram expressas as quantidades adsorvidas. 
Durante a realização da isotérmica as amostras estiveram imersas num banho 
de azoto líquido garantindo‐se assim que se encontravam a ‐196 °C. 
 
 
Caracterização química 
 
Conteúdo em cinzas 
 
O conteúdo em cinzas dos ACs foi determinado através da massa do 
resíduo obtido após a combustão das amostras ao ar. Colocou-se cerca de 1 g 
de AC numa barquinha de quartzo e secou-se a amostra durante a noite numa 
estufa com ventilação a 105 °C. Após a pesagem da amostra seca, para 
determinação da humidade, a barquinha com a amostra foi introduzida no forno 
tubular em atmosfera de ar para combustão completa da matriz carbonácea. O 
regime de aquecimento utilizado foi o seguinte: nos primeiros 10 min a 
temperatura aumentou até aos 500 °C, foi mantida durante 30 min e em seguida 
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foi novamente aumentada para 815 °C em 15 min e mantida durante 2 h e 30 
min. Depois de arrefecer até uma temperatura perto dos 150 °C, a amostra foi 
retirada do forno e guardada num exsicador até atingir a temperatura ambiente 
sendo então pesada novamente. O conteúdo em cinzas é determinado com 
base na massa seca de AC e na massa do resíduo após a combustão em ar. O 
conteúdo em cinzas corresponde à média dos resultados obtidos em três 
ensaios experimentais. 
 
 
Determinação do pHPZC 
 
O pH no ponto de carga zero (pHPZC) das amostras de AC foi 
determinado por titulação mássica reversa, seguindo o método proposto por 
Noh e Schwarz (1989). As medições de pH foram realizadas com um elétrodo 
semi-micro de epoxi (Symphony, modelo SP70P, portátil). 
Previamente à sua utilização a água desionizada foi desarejada com 
azoto a fim de eliminar o CO2 que pudesse estar presente. Foram preparadas 
misturas (em % mássica) de 1, 2, 6 e 10% misturando os ACs em pó com água 
desionizada em frascos de vidro. As misturas foram borbulhadas e seladas em 
azoto (para eliminar interferências do CO2). O pH da mistura foi medido no 
mínimo, após 24 h sob agitação à temperatura ambiente. Num gráfico em que 
se coloca o pH de equilíbrio em função da fração mássica do sólido obtém‐se 
uma curva, o pH de equilíbrio no patamar da curva corresponde ao pHPZC da 
amostra. 
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Anexo II. Valores de Log KO/W e pKa estimados através de programas 
computacionais 
 
 
Tabela A.II.1. Valores de Log KO/W
 
e pKa
 
estimados através de programas computacionais. 
Compostos Log KO/W SPARC pKa ChemBioDraw Ultra SRC-KOWWIN 
    
Simazina 2,12 2,4 1,28 
Atrazina 2,57 2,82 1,24 
Terbutilazina 2,16 3,27 1,17 
    
Formaldeído-PFPH 1,74 3,27 -0,26 
Acetaldeído-PFPH 1,86 2,99 1,66 
Propanal-PFPH 2,51 3,48 1,6 
Acetona-PFPH 2,63 4,14 2,53 
Butanona-PFPH 3,28 4,63 2,47 
2-Hexenal-PFPH 3,74 4,74 0,19 
    
3-Nitrofenol 1,,44 1,91 8,22 
4-Nitrofenol 1,44 1,91 6,65 
Bisfenol-A 4,15 3,64 9,78/10,53 
4-Octilfenol 5,05 5,5 10,25 
4-Nonilfenol 5,47 5,99 10,25 
    
Ibuprofeno 3,75 3,79 4,53 
Ácido clofíbrico 2,62 2,84 3,61 
    
Cafeína -0,8 0,16 0,05 
Gemfibrozil 4,41 4,77 4,48 
Triclosan 4,86 4,66 8,01 
Propranolol 3,35 2,6 8,99 
Carbamazepina 2,93 2,25 - 
Diazepam 2,84 2,7 3,6 
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Anexo III. Especiação dos compostos em função de pH obtido pelo 
programa SPARC 
 
 
Triazinas 
 
 
 
  
Simazina-1 Simazina-2 Simazina-3 
   
Figura A.III.1. Possíveis formas de ionização de simazina obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.1. Proporção das espécies neutras e ionizadas de simazina em função do pH. 
pH Simazina-1 Simazina-2 Simazina-3 
    
0,20 0,08 0,23 0,69 
1,00 0,35 0,17 0,49 
2,00 0,84 0,04 0,12 
3,00 0,98 0 0,01 
4,00 1,00 0 0 
5,00 1,00 0 0 
6,00 1,00 0 0 
7,00 1,00 0 0 
8,00 1,00 0 0 
9,00 1,00 0 0 
10,0 1,00 0 0 
11,0 1,00 0 0 
12,0 1,00 0 0 
13,0 1,00 0 0 
14,0 1,00 0 0 
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Atrazina-1 Atrazina-2 
 
 
Atrazina-3 Atrazina-4 
 
Figura A.III.2. Possíveis formas de ionização de atrazina obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.2. Proporção das espécies neutras e ionizadas de atrazina em função do pH. 
pH Atrazina-1 Atrazina-2 Atrazina-3 Atrazina-4 
     
0,20 0,08 0,12 0,11 0,69 
1,00 0,37 0,08 0,08 0,48 
2,00 0,85 0,02 0,02 0,11 
3,00 0,99 0 0 0,01 
4,00 1,00 0 0 0 
5,00 1,00 0 0 0 
6,00 1,00 0 0 0 
7,00 1,00 0 0 0 
8,00 1,00 0 0 0 
9,00 1,00 0 0 0 
10,0 1,00 0 0 0 
11,0 1,00 0 0 0 
12,0 1,00 0 0 0 
13,0 1,00 0 0 0 
14,0 1,00 0 0 0 
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Terbutilazina-1 Terbutilazina-2 
 
  
Terbutilazina-3 Terbutilazina-4 
 
Figura A.III.3. Possíveis formas de ionização de terbutilazina obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.3. Proporção das espécies neutras e ionizadas de terbutilazina em função do pH. 
pH Terbutilazina-1 Terbutilazina-2 Terbutilazina-3 Terbutilazina-4 
     
0,20 0,10 0,12 0,10 0,69 
1,00 0,40 0,08 0,06 0,45 
2,00 0,87 0,02 0,01 0,10 
3,00 0,99 0 0 0,01 
4,00 1,00 0 0 0 
5,00 1,00 0 0 0 
6,00 1,00 0 0 0 
7,00 1,00 0 0 0 
8,00 1,00 0 0 0 
9,00 1,00 0 0 0 
10,0 1,00 0 0 0 
11,0 1,00 0 0 0 
12,0 1,00 0 0 0 
13,0 1,00 0 0 0 
14,0 1,00 0 0 0 
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Compostos carbonilos derivatizados com PFPH 
 
 
 
 
  
Figura A.III.4. Possíveis formas de ionização de formaldeído-PFPH obtidas pelo programa 
SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.4. Proporção das espécies neutras e ionizadas de formaldeído-PFPH em função do 
pH. 
pH Formaldeído-PFPH-1 Formaldeído-PFPH-2 
   
0,20 0,74 0,26 
1,00 0,95 0,05 
2,00 0,99 0,01 
3,00 1,00 0 
4,00 1,00 0 
5,00 1,00 0 
6,00 1,00 0 
7,00 1,00 0 
8,00 1,00 0 
9,00 1,00 0 
10,0 1,00 0 
11,0 1,00 0 
12,0 1,00 0 
13,0 1,00 0 
14,0 1,00 0 
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Acetaldeído-PFPH-1 Acetaldeído-PFPH-2 
 
Figura A.III.5. Possíveis formas de ionização de acetaldeído-PFPH obtidas pelo programa 
SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.5. Proporção das espécies neutras e ionizadas de acetaldeído-PFPH em função do 
pH. 
pH Acetaldeído-PFPH-1 Acetaldeído-PFPH-2 
   
0,20 0,03 0,97 
1,00 0,18 0,82 
2,00 0,69 0,31 
3,00 0,96 0,04 
4,00 1,00 0 
5,00 1,00 0 
6,00 1,00 0 
7,00 1,00 0 
8,00 1,00 0 
9,00 1,00 0 
10,0 1,00 0 
11,0 1,00 0 
12,0 1,00 0 
13,0 1,00 0 
14,0 1,00 0 
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Propanal-PFPH-1 Propanal-PFPH-2 
  
Figura A.III.6. Possíveis formas de ionização de propanal-PFPH obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.6. Proporção das espécies neutras e ionizadas de propanal-PFPH em função do pH. 
pH Propanal-PFPH-1 Propanal-PFPH-2 
   
0,20 0,04 0,96 
1,00 0,20 0,80 
2,00 0,71 0,29 
3,00 0,96 0,04 
4,00 1,00 0 
5,00 1,00 0 
6,00 1,00 0 
7,00 1,00 0 
8,00 1,00 0 
9,00 1,00 0 
10,0 1,00 0 
11,0 1,00 0 
12,0 1,00 0 
13,0 1,00 0 
14,0 1,00 0 
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Acetona-PFPH-1 Acetona-PFPH-2 
 
Figura A.III.7. Possíveis formas de ionização de acetona-PFPH obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.7. Proporção das espécies neutras e ionizadas de acetona-PFPH em função do pH. 
pH Acetona-PFPH-1 Acetona-PFPH-2 
   
0,20 0 1,00 
1,00 0,03 0,97 
2,00 0,23 0,77 
3,00 0,75 0,25 
4,00 0,97 0,03 
5,00 1,00 0 
6,00 1,00 0 
7,00 1,00 0 
8,00 1,00 0 
9,00 1,00 0 
10,0 1,00 0 
11,0 1,00 0 
12,0 1,00 0 
13,0 1,00 0 
14,0 1,00 0 
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Butanona-PFPH-1 Butanona-PFPH-2 
 
Figura A.III.8. Possíveis formas de ionização de butanona-PFPH obtidas pelo programa 
SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.8. Proporção das espécies neutras e ionizadas de butanona-PFPH em função do 
pH. 
pH Butanona-PFPH-1 Butanona-PFPH-2 
   
0,20 0,01 0,99 
1,00 0,03 0,97 
2,00 0,25 0,75 
3,00 0,77 0,23 
4,00 0,97 0,03 
5,00 1,00 0 
6,00 1,00 0 
7,00 1,00 0 
8,00 1,00 0 
9,00 1,00 0 
10,0 1,00 0 
11,0 1,00 0 
12,0 1,00 0 
13,0 1,00 0 
14,0 1,00 0 
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2-Hexenal-PFPH-1 2-Hexenal-PFPH-2 
 
Figura A.III.9. Possíveis formas de ionização de 2-hexenal-PFPH obtidas pelo programa 
SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.9. Proporção das espécies neutras e ionizadas de 2-hexenal-PFPH em função do 
pH. 
pH 2-Hexenal-PFPH-1 2-Hexenal-PFPH-2 
   
0,20 0,51 0,49 
1,00 0,87 0,13 
2,00 0,98 0,02 
3,00 1,00 0 
4,00 1,00 0 
5,00 1,00 0 
6,00 1,00 0 
7,00 1,00 0 
8,00 1,00 0 
9,00 1,00 0 
10,0 1,00 0 
11,0 1,00 0 
12,0 1,00 0 
13,0 1,00 0 
14,0 1,00 0 
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Compostos fenólicos 
 
 
  
3-Nitrofenol-1 3-Nitrofenol-2 
  
Figura A.III.10. Possíveis formas de ionização de 3-Nitrofenol obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.10. Proporção das espécies neutras e ionizadas de 3-Nitrofenol em função do pH. 
pH 3-Nitrofenol-1 3-Nitrofenol-2 
   
0,20 1,00 0 
1,00 1,00 0 
2,00 1,00 0 
3,00 1,00 0 
4,00 1,00 0 
5,00 1,00 0 
6,00 0,99 0,01 
7,00 0,94 0,06 
8,00 0,63 0,37 
9,00 0,14 0,86 
10,0 0,02 0,98 
11,0 0 1,00 
12,0 0 1,00 
13,0 0 1,00 
14,0 0 1,00 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Anexo III 
174 
 
4-Nitrofenol-1 4-Nitrofenol-2 
 
Figura A.III.11. Possíveis formas de ionização de 4-Nitrofenol obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.11. Proporção das espécies neutras e ionizadas de 4-Nitrofenol em função do pH. 
pH 4-Nitrofenol-1 4-Nitrofenol-2 
   
0,20 1,00 0 
1,00 1,00 0 
2,00 1,00 0 
3,00 1,00 0 
4,00 1,00 0 
5,00 0,98 0,02 
6,00 0,82 0,18 
7,00 0,31 0,69 
8,00 0,04 0,96 
9,00 0 1,00 
10,0 0 1,00 
11,0 0 1,00 
12,0 0 1,00 
13,0 0 1,00 
14,0 0 1,00 
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Bisfenol-A-1 Bisfenol-A-2 Bisfenol-A-3 
   
Figura A.III.12. Possíveis formas de ionização de bisfenol-A obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.12. Proporção das espécies neutras e ionizadas de bisfenol-A em função do pH. 
pH Bisfenol-A-1 Bisfenol-A-2 Bisfenol-A-3 
    
0,2 1,00 0 0 
1,0 1,00 0 0 
2,0 1,00 0 0 
3,0 1,00 0 0 
4,0 1,00 0 0 
5,0 1,00 0 0 
6,0 1,00 0 0 
7,0 1,00 0 0 
8,0 98 02 0 
9,0 85 14 0 
10,0 32 53 15 
11,0 02 25 73 
12,0 0 03 97 
13,0 0 0 1,00 
14,0 0 0 1,00 
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4-octilfenol-1 4-octilfenol-2 
  
Figura A.III.13. Possíveis formas de ionização de 4-octilfenol obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.13. Proporção das espécies neutras e ionizadas de 4-octilfenol em função do pH. 
pH 4-octilfenol-1 4-octilfenol-2 
   
0,20 1,00 0 
1,00 1,00 0 
2,00 1,00 0 
3,00 1,00 0 
4,00 1,00 0 
5,00 1,00 0 
6,00 1,00 0 
7,00 1,00 0 
8,00 0,99 0,01 
9,00 0,95 0,05 
10,0 0,64 0,36 
11,0 0,15 0,85 
12,0 0,02 0,98 
13,0 0 1,00 
14,0 0 1,00 
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4-nonilfenol-1 4-nonilfenol-2 
 
Figura A.III.14. Possíveis formas de ionização de 4-nonilfenol obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.14. Proporção das espécies neutras e ionizadas de 4-nonilfenol em função do pH. 
pH 4-nonilfenol-1 4-nonilfenol-2 
   
0,20 1,00 0 
1,00 1,00 0 
2,00 1,00 0 
3,00 1,00 0 
4,00 1,00 0 
5,00 1,00 0 
6,00 1,00 0 
7,00 1,00 0 
8,00 0,99 0,01 
9,00 0,95 0,05 
10,0 0,64 0,36 
11,0 0,15 0,85 
12,0 0,02 0,98 
13,0 0 1,00 
14,0 0 1,00 
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Fármacos 
 
 
 
O
O-
 
Ibuprofeno-1 Ibuprofeno-2 
  
Figura A.III.15. Possíveis formas de ionização de ibuprofeno obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.15. Proporção das espécies neutras e ionizadas de ibuprofeno em função do pH. 
pH Ibuprofeno-1 Ibuprofeno-2 
   
0,20 1,00 0 
1,00 1,00 0 
2,00 1,00 0 
3,00 0,97 0,03 
4,00 0,77 0,23 
5,00 0,25 0,75 
6,00 0,03 0,97 
7,00 0 1,00 
8,00 0 1,00 
9,00 0 1,00 
10,0 0 1,00 
11,0 0 1,00 
12,0 0 1,00 
13,0 0 1,00 
14,0 0 1,00 
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Ácido clofíbrico-1 Ácido clofíbrico-2 
 
Figura A.III.16. Possíveis formas de ionização de ácido clofíbrico obtidas pelo programa 
SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.16. Proporção das espécies neutras e ionizadas de ácido clofíbrico em função do 
pH. 
pH Ácido clofíbrico-1 Ácido clofíbrico-2 
   
0,20 1,00 0 
1,00 1,00 0 
2,00 0,98 0,02 
3,00 0,80 0,20 
4,00 0,29 0,71 
5,00 0,04 0,96 
6,00 0 1,00 
7,00 0 1,00 
8,00 0 1,00 
9,00 0 1,00 
10,0 0 1,00 
11,0 0 1,00 
12,0 0 1,00 
13,0 0 1,00 
14,0 0 1,00 
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PPCPs 
 
 
  
Cafeína-1 Cafeína-2 
 
Figura A.III.17. Possíveis formas de ionização de cafeína obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.17. Proporção das espécies neutras e ionizadas de cafeína em função do pH. 
pH Cafeína-1 Cafeína-2 
   
0,20 0,58 0,42 
1,00 0,90 0,10 
2,00 0,99 0,01 
3,00 1,00 0 
4,00 1,00 0 
5,00 1,00 0 
6,00 1,00 0 
7,00 1,00 0 
8,00 1,00 0 
9,00 1,00 0 
10,0 1,00 0 
11,0 1,00 0 
12,0 1,00 0 
13,0 1,00 0 
14,0 1,00 0 
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Gemfibrozil-1 Gemfibrozil-2 
  
Figura A.III.18. Possíveis formas de ionização de gemfibrozil obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.18. Proporção das espécies neutras e ionizadas de gemfibrozil em função do pH. 
pH Gemfibrozil-1 Gemfibrozil-2 
   
0,20 1,00 0 
1,00 1,00 0 
2,00 1,00 0 
3,00 0,97 0,03 
4,00 0,75 0,35 
5,00 0,23 0,77 
6,00 0,03 0,97 
7,00 0 1,00 
8,00 0 1,00 
9,00 0 1,00 
10,0 0 1,00 
11,0 0 1,00 
12,0 0 1,00 
13,0 0 1,00 
14,0 0 1,00 
   
 
  
Anexo III 
182 
 
  
Triclosan-1 Triclosan-2 
 
Figura A.III.19. Possíveis formas de ionização de triclosan obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.19. Proporção das espécies neutras e ionizadas de triclosan em função do pH. 
pH Triclosan-1 Triclosan-2 
   
0,20 1,00 0 
1,00 1,00 0 
2,00 1,00 0 
3,00 1,00 0 
4,00 1,00 0 
5,00 1,00 0 
6,00 0,99 0,01 
7,00 0,91 0,09 
8,00 0,51 0,49 
9,00 0,09 0,91 
10,0 0,01 0,99 
11,0 0 1,00 
12,0 0 1,00 
13,0 0 1,00 
14,0 0 1,00 
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Propranolol-1 Propranolol-2 
 
Figura A.III.20. Possíveis formas de ionização de propranolol obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.20. Proporção das espécies neutras e ionizadas de propranolol em função do pH. 
pH Propranolol-1 Propranolol-2 
   
0,20 0 1,00 
1,00 0 1,00 
2,00 0 1,00 
3,00 0 1,00 
4,00 0 1,00 
5,00 0 1,00 
6,00 0 1,00 
7,00 0,01 0,99 
8,00 0,09 0,91 
9,00 0,51 0,49 
10,0 0,91 0,09 
11,0 0,99 0,01 
12,0 1,00 0 
13,0 1,00 0 
14,0 1,00 0 
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Carbamazepina 
 
Figura A.III.21. Possíveis formas de ionização de carbamazepina obtidas pelo programa 
SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.21. Proporção das espécies neutras e ionizadas de carbamazepina em função do 
pH. 
pH Carbamazepina 
  
0,20 1,00 
1,00 1,00 
2,00 1,00 
3,00 1,00 
4,00 1,00 
5,00 1,00 
6,00 1,00 
7,00 1,00 
8,00 1,00 
9,00 1,00 
10,0 1,00 
11,0 1,00 
12,0 1,00 
13,0 1,00 
14,0 1,00 
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Diazepam-1 Diazepam-2 
  
Figura A.III.22. Possíveis formas de ionização de diazepam obtidas pelo programa SPARC. 
 
 
 
Tabela A.III.22. Proporção das espécies neutras e ionizadas de diazepam em função do pH. 
pH Diazepam-1 Diazepam-2 
   
0,20 0 1,00 
1,00 0 1,00 
2,00 02 98 
3,00 20 80 
4,00 72 28 
5,00 96 04 
6,00 1,00 0 
7,00 1,00 0 
8,00 1,00 0 
9,00 1,00 0 
10,0 1,00 0 
11,0 1,00 0 
12,0 1,00 0 
13,0 1,00 0 
14,0 1,00 0 
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Anexo IV. Condições instrumentais utilizadas para determinação de drogas 
de abuso e antioxidantes 
 
Condições instrumentais da HPLC-DAD para determinação de drogas de abuso 
 
O sistema de HPLC era constituído pelos seguintes módulos: 
desgaseificador de vácuo (G1322A), bomba quaternária (G1311A), amostrador 
automático (G1313A), compartimento termostatizado para a coluna (G1316A) e 
detetor por rede de díodos (G1315B). A recolha de dados e o controlo 
instrumental foram efetuados a partir do software LC3D ChemStation (versão 
Rev.A.10.02[1757], Agilent Technologies, Alemanha). As análises foram 
efetuadas na coluna Tracer Excel 120 ODS-A 5 m, 15 cm   0,40 cm com 
tamanho de partícula de 5 m (Teknokroma, Espanha). 
 
Tabela A.IV.1. Condições experimentais utilizadas no sestudos de drogas de abuso por 
HPLC-DAD. 
Compostos Fluxo (mL min-1) 
Composição da 
fase móvel 
Comprimento de 
onda (λ, nm) 
    
Morfina 
Codeína 1,0 
Eluente A (20%): ACN 
 
Eluente B (80%): Tampão fosfato 
(30 mM, pH 6,52) 
220 
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Condições instrumentais da CE-DAD para determinação de antioxidantes 
 
Os estudos por CE foram efetuados com recurso a um sistema de Agilent 
Technologies (Alemanha), equipado com um DAD e capilares de sílica fundida 
com percurso ótico estendido (“bolha”), contendo 75 μm de diâmetro interno 
(ID), 53,4 cm de comprimento total (Ltot) e 45,1 cm de comprimento efetivo (Lef). 
A recolha e análise dos dados e o controlo instrumental foram efetuados a partir 
do software 3DCE Chemstation (Rev. A.08.03, G1601). 
 As condições instrumentais utilizadas durante os estudos por CE-DAD 
encontram-se resumidas na tabela A.IV.2. 
 
Tabela A.IV.2. Condições instrumentais utilizadas nos estudos por CE-DAD. 
Condições instrumentais 
Eletrólito de suporte Tampão borato com 25 mM, pH 9,2 
Capilar 
Ltot : 53,4 cm 
Lef : 45,1 cm 
ID : 75 μm com percurso ótico estendido 
Temperatura do capilar 25 ºC 
Injeção 50 mbar, 1 s 
Voltagem 
Gradiente : 0-3,5 min: 25kV; 3,5-5 min: 25-13 
kV; 5-6,5 min: 13 kV; 6,5-7 min: 13-25 kV; 7-
10 min: 25 kV 
Deteção (λ) 214, 280 e 320 nm 
Programa de pré-condicionamento
1. Lavagem do capilar com NaOH (0,1 M) durante 1 min 
2. Lavagem do capilar com tampão durante 3 min 
3. Injeção 
Programa de pós-condicionamento
1. Lavagem do capilar com tampão durante 1 min
 
Os capilares novos eram condicionados com NaOH (1,0 M) durante 20 
min, seguindo-se 5 min de água ultra-pura e 20 min com tampão. No início de 
cada dia de trabalho, o capilar era condicionado durante 5 min com NaOH (1,0 
M), 5 min de água ultra-pura e 20 min de tampão. No fim de cada sessão de 
trabalho, o capilar era lavado com NaOH (1,0 M) durante 10 min, água ultra-pura 
10 min e ar durante 20 min. 
 
 
